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Antikörper,  die  auch  als  Immunglobuline  (Ig)  bezeichnet  werden,  sind  ein  wesentlicher 
Bestandteil  des  Immunsystems  von  Wirbeltieren  (Vertebraten  ab  der  Überklasse  der 
Gnathostomata)  und  spielen  eine  Schlüsselrolle  bei  der  adaptiven  Immunantwort  dieser 
Organismen. Antikörper wurden erstmals gegen Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben, als sie 
von Emil von Behring und Shibasaburō Kitasato  in Blutseren entdeckt wurden (von Behring & 
Kitasato,  1890). Diese  Leistung wurde  1901 mit  dem  ersten Medizin‐Nobelpreis  geehrt.  Im 
darauf  folgenden  Jahrhundert  wurde  die  Bedeutung  der  Antikörper  in  der  Immunologie 







die  von  B‐Lymphozyten  gebildet  und  ins  Blutplasma  sezerniert  werden,  weitestgehend 
bekannt. Die variable Region (VL und VH), die bei jedem Antikörpermolekül unterschiedlich ist, 
ist  für die hochspezifische Bindung des Antigens verantwortlich. Die  für die Effektorfunktion 
zuständige  Region  ist weniger  variabel  und wird  deshalb  als  konstante  Region  bezeichnet. 
Insgesamt werden Antikörper  in  fünf  Klassen  (Isotypen)  unterteil,  die  nach  ihren  jeweiligen 
schweren Ketten α, δ, ε, γ und µ als IgA, IgD, IgE, IgG und IgM bezeichnet werden und teilweise 
unterschiedliche  Effektorfunktionen  ausüben  (Burmester  et  al.,  1998).  Dazu  gehören  die 
Opsonisierung  von  Pathogenen,  die  Neutralisierung  von  Toxinen  und  die  Aktivierung  des 
Komplementsystems, einem Teil des angeborenen  Immunsystems. Zusätzlich rekrutieren und 
aktivieren sie weitere Zellen des Immunsystems. Die konstante Region ist aus den Domänen CL, 
CH1, CH2, CH3 sowie CH4 bei  IgM und  IgE aufgebaut (Edelman, 1973). Die  Immunglobuline  IgA 
und  IgM  können  dabei  Dimere  bzw.  Pentamere  ausbilden  (Janeway  et  al.,  2009). 

















schweren  (VH,  rot) und  leichten  (VL, blau) Kette bilden das  fragment variable  (Fv). Gemeinsam 
mit  den  konstanten  Regionen  (CL  und  CH1,  grau)  wird  das  fragment  antigen  binding  (Fab) 
gebildet, welches  für  die  Antigenbindung  verantwortlich  ist.  Dabei  bilden  die  hypervariablen 







für  die  hohe  Spezifität  der  variablen  Domänen  verantwortlich  sind.  Die  CDRs  stehen  als 
Schleifen‐Strukturen  hervor  und  bilden  im  nativ  gefalteten  Zustand  des  Antikörpers  die 
Antigenbindungstasche  (Paratop).  Die  flankierenden  Gerüstregionen  (engl.:  framework 
regions) bilden eine zylinderförmige Struktur aus β‐Faltblättern aus und stabilisieren somit die 
CDRs  (Wu  &  Kabat,  1970).  Gemeinsam  bilden  beide  Regionen  die  Antigenbindestelle  und 
formen  dabei  eine  komplementäre  Oberfläche  zur  antigenen  Determinante  (Epitop).  Die 
Antigen‐Antikörper‐Bindung  erfolgt  nicht  kovalent  und  basiert  auf  Wasserstoffbrücken‐





























CH3 bilden den  konstanten  Fc‐Teil  (engl.:  fragment  crystallizable), der bei den  fünf  Isotypen 
unterschiedliche Glykosylierungsmuster aufweisen kann. 
I.2 REKOMBINANTE ANTIKÖRPERFRAGMENTE 
In  den  vergangenen  Jahrzehnten  wurden  verschiedene  rekombinante  Antikörperfragmente 
entwickelt, die vor allem in der Diagnostik und Therapie zunehmend an Bedeutung gewinnen. 
So konnte zunächst durch enzymatische Spaltung eines IgG‐Moleküls mit der Cysteinprotease 
Papain  an  der  Gelenkregion  ein  Fc‐Fragment  und  je  zwei  Fab‐Fragmente  erzeugt  werden 
(Michaelsen  &  Natvig,  1972).  Heutzutage  können  verschiedene  Antikörperfragmente  in 
heterologen  Produktionssystemen  unter  genau  kontrollierbaren  Bedingungen  synthetisiert 
werden (Blazek & Celer, 2003). 
Neben  dem  kleinsten  und  in  der  Diagnostik  wahrscheinlich  am  häufigsten  genutztem 
Antikörperfragment,  dem  scFv‐Fragment  (engl.:  single  chain  fragment  variable),  kamen  in 




kostengünstige  Produktion  in  prokaryotischen  Expressionssystemen  wie  z. B.  dem  Gram‐
negativen  Escherichia  coli.  Zum  Einsatz  kommen  scFv‐Fragmente  vor  allem  dann,  wenn 
lediglich die Antigenbindung und keine Aktivierung des Immunsystems wie z. B. bei der In‐vivo‐
Diagnostik  erwünscht  sind.  Nachteilig  dagegen  ist  die  Tendenz  zur  Dimer‐  bzw. 
Aggregatbildung bei höheren Proteinkonzentrationen (Worn & Pluckthun, 2001). 
Ein  weiteres  rekombinantes  Antikörperfragment  ist  der  scAb  (engl.:  single  chain  antibody; 








viele weitere Anwendungsgebiete  ermöglicht  (Abbildung  I.2). Bei  dem  SNAP‐Tag  handelt  es 
sich  um  eine  mutierte  Form  des  humanen  DNA‐Reparaturproteins  O6‐Alkylguanin‐DNA‐
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Alkyltransferase  (hAGT)  (Kufer  et  al.,  2005).  Die  Fusionsproteine  weisen  dann  eine 
enzymatische Aktivität auf und können Substrate spezifisch und kovalent binden. Dadurch  ist 
eine  Detektion  der  SNAP‐Tag‐Fusionsproteine  mit  Hilfe  fluoreszenzmarkierter 
Substratmoleküle  sowohl  auf  Zelloberflächen  (Cao  et al., 2007)  als  auch  innerhalb der  Zelle 
(Gautier et al., 2008) möglich. Zudem können scFv‐SNAP‐Fusionsproteine kontrolliert an feste 
Oberflächen, wie  beispielsweise mit Dextran  beschichtete  CM5‐Chips,  immobilisiert werden 
(Kampmeier  et  al.,  2009).  Vorteil  dabei  ist  die  Erhaltung  der  biologisch  aktiven  Form  des 
Zielproteins und die Zugänglichkeit des aktiven Zentrums (Kindermann et al., 2003). So können 
unter  anderem  Interaktionen  zwischen  Proteinen  auf  Chipoberflächen  über  Oberflächen‐
Plasmonen‐Resonanz (engl.: surface plasmon resonance, SPR) bestimmt werden (Huber et al., 
2004). 
In  der  Therapie  werden  nach  wie  vor  hauptsächlich  vollständige  IgG‐Moleküle  verwendet, 
welche  zusätzliche  Effektorfunktionen  vermitteln  können  (Janeway  et  al.,  2009).  Eine 
Alternative hierzu stellen scFv‐Fc‐Antikörper dar  (Abbildung  I.2). Durch Fusion von zwei scFv‐
Fragmenten  an  den  Spezies‐spezifischen  Fc‐Teil  eines  Immunglobulins  über  flexible 
Peptidlinker entsteht ein bivalentes Antikörperformat (Moutel et al., 2009). ScFv‐Fc‐Antikörper 
verfügen aufgrund der Dimerisierung über eine höhere Stabilität und apparente Affinität als 





Dargestellt  sind  ein  scFv‐Fragment,  bei  dem  die  beiden  variablen  Regionen  VH  und  VL  der 
























Phagengenom  integriert.  Durch  diese  Kopplung  von  Geno‐  und  Phänotyp  und  die 
anschließende klonale Selektion von Bindern werden zwei essentielle Funktionsprinzipien der 
B‐Lymphozyten des  Immunsystems nachgeahmt. Somit wird eine Selektion und Amplifikation 




Viren,  die  ausschließlich  Bakterien  infizieren.  Der  in  dieser  Arbeit  verwendete  filamentöse 




(Webster,  2001).  Der  Bakteriophage  M13  ist  ca.  800 – 2000 nm  lang,  besitzt  einen 





















drei  dieser  Gene  werden  für  die  Replikation  der  DNA  und  den  Zusammenbau  der 
Phagenpartikel  benötigt,  die  anderen  fünf Gene  kodieren  für  die Hüllproteine. Das  Protein 







Dabei  werden  Peptide  oder  Proteine  auf  der  Oberfläche  von  Bakteriophagen  präsentiert 
(Smith, 1985; Willats, 2002). Hierfür wird das Oberflächenprotein pIII mit einem heterologen 
Peptid oder Protein fusioniert und ohne Funktionsverlust in die Phagenhülle integriert (Barbas 
et  al.,  1991).  Dabei  kann  das  für  das  Fusionsprotein  kodierende  Gen  entweder  in  das 
Phagengenom  integriert  (McCafferty  et  al.,  1990)  oder  auf  einem  Phagemid  (auch  Phagen‐
Display‐Vektor genannt)  liegend eingefügt werden  (Barbas et al., 1991; Breitling et al., 1991; 
Hoogenboom et al., 1991). Phagemide enthalten neben den für die Replikation und Selektion 
in  E. coli  notwendigen  Elementen  auch  ein  Signalpeptid  für  die  Sekretion  des 
Antikörperfragments  in  das  Periplasma  von  E. coli,  um  die  korrekte  Faltung  des 
Antikörperfragments  im  nicht‐reduzierenden Milieu  zu  gewährleisten  (Skerra  &  Pluckthun, 
1988). Zusätzlich  ist ein Verpackungssignal  für den korrespondierenden  filamentösen Phagen 
vorhanden  (Abbildung  I.4). Da auf dem Phagemid außer dem  für das Oberflächenprotein pIII 
kodierenden Gen gIII  keine weiteren Phagenproteine  kodiert  vorliegen,  ist die Anwesenheit 




einer  statistisch  monovalenten  Präsentation  des  Antikörperfragments  auf  der 
Phagenoberfläche  (Chasteen  et  al.,  2006).  Für  ein  polyvalentes Display  können modifizierte 
Helferphagen  (z. B.  Hyperphage),  die  z. B.  ein  zum  Teil  deletiertes  gIII  (kodiert  für  pIII) 
enthalten,  verwendet werden  (Rondot  et  al.,  2001;  Soltes  et  al.,  2007). Die  Expression  des 








(A)  Für  das  Phagen‐Display  von  scFv‐Fragmenten  liegen  diese  als  Fusion  mit  dem 
Phagenhüllprotein pIII vor und werden auf der Oberfläche des M13‐Phagens präsentiert. Das für 
das  scFv‐pIII‐Fusionsprotein  kodierende  Gen  ist  auf  dem  Phagemid  kodiert.  (B)  PlacZ: 
induzierbarer  lacZ‐Promotor; RBS: Ribosomen‐Bindungsstelle; pelB: Gen des Signalpeptids; VH: 
Gen der  schweren Kette des  scFv; VL: Gen der  leichten Kette des  scFv; His‐ und Myc‐Tag  für 
Reinigung  und Detektion  des  scFv‐Fragments;  amber:  Stopp‐Codon UAG;  ochre:  Stopp‐Codon 




Einzelklonen  können  aus  humanen  Lymphozyten  isoliert,  in  Phagen  verpackt  und  auf  ihrer 
Oberfläche präsentiert werden (Breitling & Dübel, 1997). 
Dabei  unterscheidet  man  zwischen  Immunbibliotheken  und  universellen  Bibliotheken. 
Erstgenannte werden mit Hilfe immunisierter Spenderorganismen hergestellt. Im Spender sind 
bereits  primäre  und  sekundäre  Immunantworten  gegen  das  verwendete  Antigen  erfolgt, 
wodurch affinitätsgereifte IgG‐Antikörper vorliegen. Durch Amplifizierung der V‐Gene von IgG 
sekretierenden  B‐Lymphozyten  wird  eine  Antikörpergen‐Diversität  von  106 – 107  erreicht 
(Burton  et  al.,  1991;  Clackson  et  al.,  1991).  Immunbibliotheken  erlauben  die  Generierung 
hochaffiner Antikörperfragmente.  Jedoch  ist eine Anreicherung von Bindern gegen Antigene, 
die nicht für die Immunisierung verwendet wurden, stark eingeschränkt. 
Im  Gegensatz  dazu  wird  bei  universellen  Bibliotheken  das  IgM‐Genrepertoire  aus 
B‐Lymphozyten nicht immunisierter Spender amplifiziert, wodurch Antikörpergen‐Diversitäten 
von 108 – 1010 erreicht werden (de Haard et al., 1999; Hust et al., 2007a). Aufgrund der großen 
Komplexität  und  der  Beteiligung  von  IgM  an  der  primären  Immunantwort  können  aus 
universellen  Bibliotheken  Antikörper  gegen  nahezu  jedes  beliebige  Antigen  isoliert werden 
























aus  VH  und  VL  ist  zufällig.  Im Gegensatz  dazu  sind  bei  semi‐synthetischen  Bibliotheken  nur 
einzelne AS  in  den  CDR3‐Bereichen  randomisiert  (Hoogenboom & Winter,  1992;  Pini  et  al., 
1998; Goletz  et  al.,  2002). Bei  synthetischen Bibliotheken werden  vollständig  randomisierte 
CDR‐Bereiche  mit  definierten  Framework‐Regionen  kombiniert,  wodurch  sehr  hohe 
Komplexitäten von 1010 – 1011 erreicht werden (Hayashi et al., 1994; Knappik et al., 2000). 
I.3.4 Selektion spezifischer Antikörperphagen (Panning) 





Antigen  kann  dabei  entweder  an  Polystyrol‐Mikrotiterplatten  (MTP)    (Barbas  et  al.,  1991), 
magnetischen  Beads  (Hawkins  et  al.,  1992)  und  Immunoröhrchen  (Hust  et  al.,  2002) 
immobilisiert  vorliegen  oder  sich  während  der  Inkubation  frei  in  Lösung  befinden  und 
anschließend mittels Pulldown abgetrennt werden (Schütte et al., 2009). Durch Inkubation mit 
z. B.  BSA  oder Milchpulver  kann  eine  unspezifische  Bindung  der  Antikörperphagen  an  freie 
Oberflächen verhindert werden. Zusätzlich können weitere Parameter wie Kompetition oder 
Präadsorption  eingestellt  werden.  Nach  Entfernen  nicht  oder  schwach  bindender 
Antikörperphagen  werden  spezifisch  bindende  Phagen  eluiert  (Abbildung  I.5).  Dies  kann 
sowohl  enzymatisch  mit  Trypsin,  durch  Verschiebung  des  pH‐Wertes  oder  durch  eine 
Erhöhung  der  Salzkonzentration  erfolgen.  Die  eluierten  Antikörperphagen  werden  zur 
Infektion  von  E.‐coli‐Zellen  (F‘)  verwendet.  Durch  Koinfektion  mit  einem  Helferphagen 
(M13K07)  können  die  Antikörperphagen  amplifiziert  und  anschließend  für  weitere 
Selektionsrunden  eingesetzt  werden.  Die  2 – 3malige  Wiederholung  der  „Panning‐Runde“ 








In  einem  ersten  Schritt  wird  die  Antikörperphagen‐Bibliothek  auf  dem  immobilisierten 
Zielantigen  inkubiert.  Danach  werden  nicht  und  schwach  bindende  Antikörperphagen  durch 
Waschen  entfernt  und  die  gebundenen  z. B.  enzymatisch  mit  Trypsin  eluiert.  Die  durch 
Koinfektion  von  E. coli mit  einem  Helferphagen  amplifizierten  Antikörperphagen  können  für 
weitere  Selektionsrunden  eingesetzt werden.  Durch  2 – 3malige Wiederholung  der  „Panning‐
Runde“  können  spezifisch  bindende  Antikörperphagen  angereichert  und  isoliert werden.  Die 
Identifizierung monoklonaler Binder gegen das Zielantigen erfolgt nach der Produktion löslicher 
Antikörperfragmente mittels ELISA. 
I.4 VERÄNDERUNG  DER  BIOCHEMISCHEN  EIGENSCHAFTEN  VON 
ANTIKÖRPERFRAGMENTEN 
Für  bestimmte  Anwendungen  kann  es  von  Bedeutung  sein,  dass  Antikörperfragmente 
zusätzlich  zur  Antigen‐spezifischen  Bindung  weitere  maßgeschneiderte  Eigenschaften 
aufweisen.  Dazu  können  eine  verbesserte  Stabilität  des  Antikörperfragments  gegenüber 
physikochemischen Einflüssen wie Temperatur, extremen pH‐Werten und Salzkonzentrationen 
oder  eine  Erhöhung  der  Affinität  und  Produzierbarkeit  sowie  eine  Verringerung  der 
Aggregatbildung zählen. 
Hierfür werden zunächst die für die Antikörperfragmente kodierenden Gene verändert, um die 
Antigenbindungseigenschaften  des  Antikörperfragments  zu  variieren.  In  einem  weiteren 

















Mittels  Chain‐shuffling  erfolgt  z. B.  die  Erzeugung  genetischer  Varianten  eines 
Antikörperfragments  durch  Austausch  des  für  einer  der  beiden  Antikörperfragmentketten 
kodierenden Gens durch eine Antikörpergenbibliothek der gleichen Kettenklasse (Marks et al., 
1992; Park et al., 2000). 
Ist  anstelle  der  Neuordnung  einzelner  Ketten  die  Erzeugung  von  Zufallsmutationen  im 
gesamten  Phagemid  erwünscht,  bietet  die  Verwendung  von  E.‐coli‐Mutatorstämmen  eine 
weitere  Möglichkeit  (Low  et  al.,  1996;  Irving  et  al.,  1996;  Coia  et  al.,  2001;  Nguyen  & 
Daugherty, 2003). Da die generierten Mutationen ungerichtet sind und sowohl das Phagemid 
als  auch  das Wirtsgenom  betreffen  können,  ist  eine  stringente  Selektion  zur  Vermeidung 
unerwünschter Mutationen in essentiellen Genabschnitten unbedingt erforderlich. Von Vorteil 
ist dabei der Einsatz spezieller Mutatorstämme (z. B. E. coli mutD5 FIT). Diese ermöglichen eine 
direkte  Produktion  der  Antikörperphagen,  da  keine  Transformation  mit  den  Phagemiden 




Im  Gegensatz  dazu  erlaubt  die  Error‐prone‐PCR  unter  Einsatz  spezifischer  Primersets  das 
Einbringen  zufälliger Mutationen  ausschließlich  in  das Antikörperfragmentgen. Hierbei  kann 
die  Fehleranfälligkeit  der  DNA‐Polymerase  durch  Variation  der  PCR‐Pufferbedingungen 
(Johnson & Hawkins, 1996; Daugherty et al., 2000; Martineau, 2002; Cirino et al., 2003), z. B. 
durch  MnCl2‐Zugabe  (Fromant  et  al.,  1995)  oder  der  Verwendung  von  Nukleotid‐Analoga 
(Zaccolo & Gherardi, 1999), künstlich erhöht werden. Die gleichen Effekte können durch die 
Verwendung spezieller Mutationspolymerasen (z. B. Mutazyme II DNA‐Polymerase), die per se 
über  eine  höhere  Mutationsrate  verfügen,  erzielt  werden.  Durch  mehrere, 




Hilfe  degenerierter  Oligonukleotid‐Primer  erfolgen  (Schier  &  Marks,  1996;  Chowdhury  & 
Pastan,  1999).  Bei  der  sogenannten  Hotspot‐Randomisierung werden  anhand  von  In‐silico‐
Analysen  der  Antikörperfragmentgene  Hotspot‐Codons  ermittelt,  die  einer  verstärkten 
natürlichen  Mutation  unterliegen.  Diese  Codons  können  dann  mit  Hilfe  PCR‐basierter 
Methoden  gezielt  mutiert  werden  (Yau  et  al.,  2005).  Nachteil  aller  PCR‐Methoden  ist  die 




Wurde  eine  ausreichende Variation der Ausgangsantikörpergene  erreicht, wird die mutierte 
Antikörpergenbibliothek  mit  Hilfe  eines  Helferphagens  verpackt.  Durch  geeignete 
Selektionsmethoden  können  nun  Antikörperphagen  mit  den  gewünschten  Eigenschaften 
selektiert  werden.  Dabei  können  die  Rahmenbedingung  (Temperatur,  pH‐Wert, 
Salzkonzentration) während des Selektionsprozesses (Panning) gemäß den Anforderungen an 
die  Antikörperfragmente  eingestellt  werden.  Ferner  kann  die  Konkurrenz  der 
Antikörperphagen um die Bindung an das Antigen zur Anreicherung von Varianten mit höherer 
Affinität  zum  Antigen  oder  besserer  Produzierbarkeit  führen.  Dieser  Effekt  kann  durch  die 
Immobilisierung geringer Mengen  (<10 ng) des Antigens an eine  feste Phase  (z. B. Polystyrol) 
und anschließende  Inkubation der Antikörperphagen‐Bibliothek verstärkt werden. Durch sehr 
stringente  Waschbedingungen  (z. B.  große  Puffervolumina)  wird  eine  Anreicherung 








Medical  Research  im  Serum  von  Patienten  mit  einer  pneumokokkalen  Lungenentzündung 
entdeckt.  Dabei  wurde  CRP  als  eine  Substanz  beschrieben,  die mit  C‐Polysacchariden  von 
Pneumococcus  pneumoniae  reagiert  und  zusammen mit  Kalziumionen  ein  Präzipitat  bildet. 
Später  konnte  CRP  als  die  für  diese  Präzipitation  im  Serum  verantwortliche  Substanz 
identifiziert werden (McCarty, 1982). 
Das Gen  für humanes CRP  ist auf dem 1q23.2‐Chromosom  lokalisiert, enthält ein  Intron und 
kodiert  für  insgesamt  224  AS  (Lei  et  al.,  1985).  Die  mit  einem  Signalpeptid  (AS  1 – 18) 
beginnende, reife Polypeptidkette weist eine relative Molekülmasse Mr von 23.000 auf (Black 
et  al.,  2004).  CRP  kann  in  zwei  unterschiedliche,  sich  aber  überlappende  Proteingruppen 
eingeteilt  werden.  Aufgrund  seiner  biologischen  Funktion  wird  es  zu  den  Akute‐Phase‐
Proteinen  gezählt.  Auf  Basis  seiner  Struktur  und  der  Kalziumionen‐abhängigen 
Bindungseigenschaften kann es in die Familie der Pentraxine eingeordnet werden (Kilpatrick & 
Volanakis,  1991;  Du  Clos  &  Mold,  2004).  Es  ist  ein  phylogenetisch  hoch  konserviertes 
Plasmaprotein  mit  Homologen  bei  Vertebraten  und  Invertebraten.  Im  Endoplasmatischen 





Dargestellt  ist  die  Quartärstruktur  eines  CRP‐Pentamers  (grau)  mit  den  Struktur  gebenden 




Eine  Seite  des  Pentamers  dient,  unterstützt  von  zwei  Kalzium‐Ionen  pro  Protomer,  der 
Ligandenbindung,  während  die  zweite  für  die  Bindung  anderer  Proteine  und  Rezeptoren 
verantwortlich ist. Der Ligand mit der höchsten Affinität zu CRP ist Phosphocholin, welches ein 
Bestandteil der Zellwand von Bakterien und Pilzen darstellt  (Volanakis, 2001) und außerdem 
am  Zellwandaufbau  humaner  Plasmalipoproteine  beteiligt  ist  (Thompson  et  al.,  1999).  Eine 
Konformationsänderung  im allosterischen CRP‐Makromolekül  führt nach Bindung des ersten 






Phosphocholin  und  Bindung  des  Komplementfaktors  C1q  (Kaplan  &  Volanakis,  1974).  Dies 
führt  als  Teil  der  angeborenen  Immunabwehr  zur  Opsonisierung  und  Phagozytose 
Phosphocholin  enthaltender Mikroorganismen  (Wolbink  et  al.,  1996;  Agrawal  et  al.,  2001). 
Außerdem  wird  durch  Komplexbildung  von  CRP  mit  dem  Komplement  kontrollierenden 
Faktor H die nachfolgende Entzündungsreaktion reguliert (Mold et al., 1984; Mold et al., 1999). 
Diese Regulation spiegelt sich auch  in Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus 
Erythematodes  (SLE)  wider,  bei  dem  ein  zu  niedriger  CRP‐Spiegel  die  Bildung  von 
Autoantikörpern  begünstigt  (Du  Clos  &  Mold,  2004).  Der  präventive  Schutz  vor 
Autoimmunerkrankungen liegt vermutlich unter anderem in der Erkennung von normalerweise 
maskiertem, aber  in nekrotischen oder apoptotischen Zellen exponiertem Phosphocholin der 
Zellmembran.  CRP  bewirkt  einen  schnellen  Abbau  des  beschädigten  Gewebes  durch 
Aktivierung  von Makrophagen  und  beugt  damit weiteren  Entzündungsreaktionen  sowie  der 
Bildung von Autoantikörpern vor (McCarty, 1982; Gershov et al., 2000; Du Clos & Mold, 2004). 
Die  Bindung  von  CRP  an  die  Fc‐Rezeptoren  von  IgG‐Molekülen  (FcγRI  und  FcγRIIa)  führt 




Demgegenüber  stehen  pro‐inflammatorische  Effekte  wie  die  Expression  von 
Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen (z. B. Plasminogenaktivator  Inhibitor (PAI) 1), wie die 





Phagozytose  zu weiteren  Effekten.  So wurden  eine  gesteigerte  Sauerstoffaufnahme und  ein 
höherer  Sauerstoffverbrauch  von  Phagozyten  (Zeller  et  al.,  1986),  die  Produktion  von 
Wasserstoffperoxid  durch  Phagozyten  (Tebo  & Mortensen,  1991)  als  auch  die  Aktivierung 
tumorizider  Aktivitäten  nachgewiesen  (Barna  et  al.,  1987;  Tebo  &  Mortensen,  1991).  Im 
Gegensatz  dazu  scheint  CRP  die  Aktivierung  von  Neutrophilen  herunter  zu  regulieren 
(Dobrinich & Spagnuolo, 1991). 
Die  CRP‐Produktion  findet  hauptsächlich  in  Hepatozyten  statt  (Hurlimann  et  al.,  1966).  Es 
wurde jedoch auch eine extrahepatische Produktion gezeigt (Dong & Wright, 1996). So konnte 
nachgewiesen werden, dass CRP  in  sehr geringen Mengen  lokal  von Neuronen, Monozyten, 
Lymphozyten und  in artherosklerotischen Plaques gebildet wird (Kuta & Baum, 1986; Jialal et 






Bei  gesunden Menschen  liegt  der Medianwert  der  CRP‐Konzentration  im  Serum  bei  unter 
0,8 mg/L,  bei  10 %  der  Bevölkerung  hingegen  bei  über  3,0 mg/L  und  bei  1 %  über  10 mg/L 
(Shine  et  al.,  1981).  Dabei  werden  Konzentrationen  von  über  10 mg/L  in  Verbindung  mit 
starken Entzündungsreaktionen wie  Infektionen oder Traumata gebracht  (Jialal et al., 2004). 
Bei  einer Akute‐Phase‐Stimulation,  z. B.  in  Folge  einer  bakteriellen  Infektion,  kann  die  CRP‐
Konzentration  innerhalb  weniger  Stunden  auf  ein  100 – 1.000faches  des  Normalwerts 
ansteigen  (Husebekk & Hansson, 2000; Kushner, 2001).  In  seltenen  Fällen  konnte  sogar  ein 
Anstieg  um  den  Faktor  10.000  von weniger  als  50 µg/L  auf  über  500 mg/L  gezeigt werden 
(Pepys & Hirschfield, 2003). Die Halbwertszeit von CRP beträgt bei Bindung an einen Liganden 
ungefähr 19 h (Vigushin et al., 1993). 
Das  breite  Wirkungsspektrum,  der  frühe  Anstieg  im  Infektionsverlauf  und  seine  deutliche 
Konzentrationsschwankung machen CRP – noch vor der Körpertemperatur und der Anzahl der 
weißen  Blutkörperchen  –  zu  dem wichtigsten  Indikator  bei  Sepsis  (Povoa  et  al.,  1998)  und 
Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen  (Koenig  et  al.,  1999).  Da  CRP  spezifisch  für  eine  bakterielle 
Erkrankung  ist, wird außerdem eine Unterscheidung von viralen und bakteriellen  Infektionen 
möglich (Schofield et al., 1982; Tejani et al., 1995). 
Die  Bestimmung  von  CRP  erfolgt  entweder  mit  Hilfe  optischer  Messmethoden  wie 
Immunonephelometrie  und  Immunoturbidimetrie  durch  Agglutination  von  mit 
Antikörperbeschichteten  Latex‐Beads  oder mittels  Immunoassays  (Clyne & Olshaker,  1999). 
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Allerdings  setzen  die  genannten Methoden  eine  Grundausstattung  an  Laborgeräten  voraus 
und führen durch Aufarbeitung, Transport und Messung der Proben zu Zeitverzögerungen, die 
im  Falle  einer  Sepsis  oder  einer  Herzkreislauferkrankung  einen  entscheidenden  Faktor 
darstellen  können  (Yager  et  al.,  2006).  Daher  ist  ein  einfach  anwendbarer,  handlicher 
Schnelltest für die Bestimmung von CRP von sehr großem Interesse (Black et al., 2004). 
I.6 LAB‐ON‐A‐CHIP 
Als  Lab‐on‐a‐Chip  werden  diagnostische  Systeme  bezeichnet,  welche  die  gesamte 
Funktionalität eines normalen Labors auf einer wenigen Quadratzentimeter großen Oberfläche 
ausüben  können.  Innerhalb  dieser,  meist  mikrofluidischen  Systeme  können  komplexe 
biologische,  chemische  oder  physikalische  Prozesse  durchgeführt werden. Dabei  sorgen  die 
mikrofluidalen Kanäle für den Transport, die Auftrennung und Analyse mit Hilfe verschiedener 
Sensoren (Abgrall & Gué, 2007). Verwendung finden solche Systeme bereits bei verschiedenen 
biochemischen  Assays,  bei  Antikörper  basierenden  Immunoassays,  bei  Amplifizierung  von 





werden  können,  erlaubt  zum  einen  eine  deutliche  Verringerung  der  benötigten 
Probenvolumina.  Zum  anderen  wird  dadurch  ein  flexibler  Einsatz  direkt  vor  Ort  –  eine 
sogenannte Ponit‐of‐care‐Diagnostik – ermöglicht, von der nicht zuletzt der Patient profitiert. 
In  den  letzten  Jahren  ist  die  Nachfrage  nach  Lab‐on‐a‐Chip‐Systemen  deutlich  gestiegen. 
Gerade  in  Entwicklungsländern,  in  denen  es  erhebliche  Schwierigkeiten  bei  der  Etablierung 
verschiedener  diagnostischer  Technologien  zu  bewältigen  gilt,  ist  ein  vermehrter  Einsatz 
denkbar.  So  mangelt  es  in  dieses  Ländern  häufig  an  den  für  die  Diagnostik  notwendigen 
Chemikalien,  Laboren,  Infrastrukturen  für  den  Probentransport  oder  beispielsweise  stabiler 
Elektrizitätsversorgung und vor allem geschultem Laborpersonal (Yager et al., 2006). 
Bisher wurden zahlreiche miniaturisierte Bauteile wie z. B. Sensoren, Ventile, Mischeinheiten, 
Separationseinheiten  und  Pumpen  konstruiert  (Haeberle  &  Zengerle,  2007).  Für  die 
Herstellung  der  meisten  Lab‐on‐a‐Chip‐Systeme  wird  neben  Glas  und  Plastik  vor  allem 
Polydimethylsiloxan (PDMS) verwendet. Dieses zeichnet sich durch  in der Herstellung geringe 
Kosten,  sehr  gut Handhabbarkeit und  vor  allem  seine  ausgezeichnete Biokompatibilität  aus. 
Das  Material  ist  zudem  gasdurchlässig  und  transparent  für  Licht  im  sichtbaren 
Wellenlängenbereich  (Nguyen, 2004). Die Behandlung mit  Sauerstoffplasma ermöglicht  eine 
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Verbindung mit  anderen Materialien  wie  Glas,  Quarz  oder weiteren  PDMS‐Strukturen.  Die 
Herstellung mikrofluidischer Systeme erfolgt meist softlithographisch (Xia & Whitesides, 1998), 
wobei nur einmal eine Negativform mittels eines UV‐sensitiven Fotolacks hergestellt werden 
muss.  Die  daraus  resultierende  Positivform  aus  PDMS  kann  nahezu  beliebig  oft  abgeformt 
werden. 
Für  den  Einsatz  als Messsensor  in  einem mikrofluidischen  System  ist  eine massensensitive 
Quarzkristallmikrowaage  (engl.:  quartz  crystal microbalance, QCM)  besonders  geeignet.  Die 
mittels  angelegter  Spannung  in  Schwingung  versetzte  Siliziumquarze  wurden  erstmals  zu 
Beginn  des  letzten  Jahrhunderts  untersucht  und  zunächst  als  Verstärker  und  Sender 
verwendet  (Neubig  &  Briese,  1997).  Heutzutage  werden  Quarzoszillatoren  in  zahlreichen 
Bereichen  eingesetzt  (Janshoff  et  al.,  2000;  Kurosawa  et  al.,  2003a;  Liekefett  et  al.,  2003; 
Michalzik  et  al.,  2005b).  Dass  Messprinzip  einer  QCM  beruht  dabei  auf  der  konstanten 
Schwingung der Quarzkristalle bei einer bestimmten Eigenfrequenz  von bspw. 20 MHz. Dies 
wird  durch  eine  Ätzung  der  Quarzkristalle  auf  eine  bestimmte  Dicke  erreicht.  Da  sich  die 
Resonanzfrequenz  proportional  zur  Dicke  des  Quarzes  verändert,  führen 
Massenveränderungen  auf  der  Quarzoberfläche  zu  einer  messbaren  Frequenzänderung 
(Liekefett et al., 2003). Werden nun auf diese Oberfläche spezifische Fängermoleküle wie z. B. 
Antikörper  immobilisiert,  kann  eine  selektive  Detektion  einzelner  Analyte  aus  einer  Lösung 
erfolgen. 
Ein  mögliches  Einsatzgebiet  für  ein  solches  QCM‐basiertes  Lab‐on‐a‐chip‐System  ist  die 
Detektion von CRP, einem der wichtigsten Entzündungsparameter von bakteriellen Infektionen 
und Herz‐Kreislauf‐Störungen. So  ist eine  schnelle Reaktion auf erhöhte Messwerte  z. B. bei 
postoperativen  Kontrollen,  auch  außerhalb  von  Kliniken  und  Laboratorien,  von  großer 
Bedeutung (Esposito et al., 2005). Bisher wird CRP durch qualifiziertes Personal unter hohem 
Zeitaufwand  in  speziellen Laboratorien  in Einzeltests z. B. mittels ELISA bestimmt  (Correia et 







Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  ist  die  Weiterentwicklung  eines,  im  Rahmen  des 
Sonderforschungsbereiches  578  „Integration  gen‐  und  verfahrenstechnischer Methoden  zur 
Entwicklung  biotechnologischer  Prozesse:  Vom  Gen  zum  Produkt“  etablierten, 
regenerierbaren, mikrofluidischen Lab‐on‐a‐Chip‐Systems zur spezifischen Diagnostik von CRP. 
Hierfür soll eine Anreicherungszelle in das Gesamtsystem integriert, die Anzahl der möglichen 
Messzyklen  gesteigert  und  die  CRP‐Sensitivität  erhöht werden.  Es  sollen  zum  einen  bereits 
vorhandene CRP‐spezifische Antikörperfragmente (Al‐Halabi, 2008) zur Erhöhung der Affinität 
und  Stabilität  (pH,  Temperatur)  in  andere  Antikörperformate  überführt  und mutagenisiert 
werden. Zudem sollen mittels Phagen‐Display‐Technologie weitere Antikörper isoliert werden, 
die  per se  andere  Eigenschaften  aufweisen.  Die  veränderten  Antikörper‐Varianten  und  ‐
Formate  sowie  neu  identifizierte Antikörperfragmente  sollen  anschließend  hinsichtlich  ihrer 
biochemischen Eigenschaften (Affinität, Stabilität) charakterisiert und für den Einsatz in einem 
QCM‐basierten  Lab‐on‐a‐Chip‐System  untersucht  werden.  Darüber  hinaus  soll  eine 











3‐Wege‐Ventile  LHDA 0531115H   LEE  Hydraulische  Miniaturkomponenten 
GmbH, Sulzbach 










































































































































Nicht  aufgelistete  Chemikalien  und  Reagenzien  entsprachen  molekularbiologischem 
Reinheitsgrad  und  wurden  von  folgenden  Firmen  bezogen:  AppliChem  (Darmstadt),  BD 
(Sparks, USA), Carl Roth (Karlsruhe), GE Healthcare (München), MBI Fermentas (St. Leon‐Rot), 









































































Alle  Puffer  und  Lösungen  wurden,  wenn  nicht  anders  angegeben,  mit  gereinigtem, 





Allgemein       
DNA‐Elutionspuffer (pH 8,5).  2,50  mM  Tris 
Glycerin   80  % (v/v)  Glycerin 















PBS‐T  0,10  % (v/v)  Tween20 in PBS 













Agarose‐Gelelektrophorese       
Agarosegel  1,0  % (w/v)  Agarose in 1×TAE 






















Coomassie®‐Färbung       







ELISA       












































































Panning       
























Trypsinlösung  10  mg/L  Trypsin in PBS 










IMAC‐Waschpuffer  20 – 100  mM  Imidazol in IMAC‐Bindepuffer 
IMAC‐Elutionspuffer I  250  mM  Imidazol in IMAC‐Bindepuffer 































Profinia Protein‐A‐Elutionspuffer (pH 3,0)  100  mM  Natriumcitrat 
Osmotischer‐Schock (OS)‐Puffer  5,0  mM  MgSO4 



















Sammelgelpuffer (pH 6,8)  1,0  M  Tris‐HCl; pH 8,8 










Trenngelpuffer (pH 8,8)  1,5  M  Tris‐HCl 



















































































Zellkultur       
Polyethylenimin  1,0  mg/mL   Polyethylenimin 
II.5 NÄHRMEDIEN UND ZUSÄTZE 
II.5.1 Prokaryotische Kultivierung 
Falls  nicht  anders  angegeben  wurde  in  zweifach  Yeast‐Trypton  Medium  (2×YT‐Medium) 














































Die  Medienzusätze  (Tabelle  II.6)  wurden  als  konzentrierte  Stammlösung  angesetzt, 



















IPTG  1,0  M  50  µM 
Saccharose  2,5  M  50  mM 
Ampicillin  100,0  mg/mL  100  µg/mL 
Kanamycin  50,0  mg/mL  500  µg/mL 
Tetracyclin  10,0  mg/mL  500  µg/mL 
II.5.2 Eukaryotische Kultivierung 

















































HAL7/8  Humane,  naive,  auf  dem  Vektor  pHAL14  basierenden 
Antikörpergenbibliotheken 
(Hust et al., 2011) 

































































pOPE101‐DF40‐B6  pOPE101‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  DF40‐B6 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE101‐LA13‐IIE3  pOPE101‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  LA13‐IIE3 
über NcoI und NotI kloniert 
(Al‐Halabi, 2008) 
pOPE101‐TOB5‐D4  pOPE101‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  TOB5‐D4 
über NcoI und NotI kloniert 
(Al‐Halabi, 2008) 
pOPE107‐XP  Expressionsvektor,  Produktion  von  scFv‐




pOPE107‐DF39‐A4  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  DF39‐A4 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE107‐DF39‐E1  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  DF39‐E1 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 






pOPE107‐IsP26‐F11  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  IsP26‐F11 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE107‐IsP26‐G1  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  IsP26‐G1 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE107‐IsP29‐H1  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  IsP29‐H1 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE107‐LA13‐IIE3  pOPE107‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  LA13‐IIE3 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 




pOPE301‐LA13‐IIE3  pOPE301‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  LA13‐IIE3 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 
pOPE301‐TOB5‐D4  pOPE301‐XP‐Derivat;  scFv‐Gen  TOB5‐D4 
über NcoI und NotI kloniert 
Vorliegende Arbeit 





























Angegeben  ist  der  Name  sowie  die  Sequenz  in  5‘–3‘‐Richtung  und  die  Beschreibung  des 




















HT‐IIB6‐Aff_fwd  TGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGG  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
HT‐IIB6‐Aff_rev  TGATGGTGATGATGATGAGCGGCCGC  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
HT‐Aff‐kurz_f  CAGCTCAGCCGGCCATGG  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
HT‐Aff‐kurz_rev  ATGATGATGAGCGGCCGC  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
HT‐gIII‐Beginn1‐rev  TAAACAACTTTCAACAGTTTCAGCT  Mutagenisierung  des  scFv‐Gens 
TOB5‐D4 















MH LacZ‐Pro_f  GGCTCGTATGTTGTGTGG  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
dem Vektor pHAL14 
MHgIII_r1  CTAAAGTTTTGTCGTCTTTCC  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
dem Vektor pHAL14 
MHpOPE_f2  CTTAGATTCAATTGTGAGCGG  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
den  Vektoren  pOPE101  und 
pOPE107 
MHpOPE_r2  CTGATCATTAGCACAGGCC  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
den  Vektoren  pOPE101  und 
pOPE107 
MKpelB_f  GCCTACGGCAGCCGCTGG  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
MKmyc_r  GATCCTCTTCTGAGATGAG  Mutageni‐sierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
Tor‐pCMV‐mIgG01‐Fc‐seq‐f  CACTTTGCCTTTCTCTCC  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
den  Vektoren  pCMX2.5‐hIgG1‐Fc 
und pCSE2.5‐hIgG1‐Fc 
Tor‐pCMV‐mIgG01‐Fc‐seq‐r  CAGATGGCTGGCAACTAG  Amplifikation  von  scFv‐Genen  aus 
den  Vektoren  pCMX2.5‐hIgG1‐Fc 
und pCSE2.5‐hIgG1‐Fc 
TS_6xHis_r  GTGATGGTGATGATGATGTGC  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 
TS_PelB_pHAL14_f  CTGGCTTGCTGCTGCTGGCAG  Mutagenisierung  der  scFv‐Gene 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 




















































NanoDrop ND‐1000  Coleman Technologies  Analyse  von  Nukleinsäure‐  und 
Proteinkonzentrationen 
NCBI  http://www.ncbi.uhm.nih.gov  Literatur, Protein‐ und Gensequenzen 









Jegliche  verwendeten  Kulturmedien  (Flüssig‐  und  Festmedien),  Medienzusätze,  Puffer  und 









Einzelkolonien  mit  Parafilm  abgedichtet  und  konnten  für  bis  zu  vier  Wochen  bei  4 °C 
aufbewahrt werden. 
III.1.2.2 Flüssigkulturen 
Flüssigkulturen  von  Escherichia  coli  wurden  in  2×YT‐Kulturmedium  mit  entsprechendem 
Antibiotika‐Zusatz  im Schüttelkolben ü. N. für ca. 14 – 18 h bei 37 °C und 250 rpm (Multitron, 














Die Herstellung  chemo‐kompetenter E.‐coli‐Zellen erfolgte nach  Sambrook  (Sambrook et al., 
1989). Dafür wurden  zunächst 100 mL 2×YT‐Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum 
mit einer E.‐coli‐Kultur  im Verhältnis 1:100 beimpft und  in einem Schüttelinkubator bei 37 °C 
und  250 rpm  bis  zu  einer  OD600  0,5  inkubiert.  Die  Zellen  wurden  sedimentiert 
(3220×g, 4 °C, 10 min), der Überstand  verworfen, das Zellsediment  in 15 mL eiskaltem TFB1 
resuspendiert  und  für  90 min  auf  Eis  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  erneut 
zentrifugiert (3220×g, 4 °C, 5 min), der Überstand verworfen und das Zellsediment vorsichtig in 
4 mL  eiskaltem  TFB2  resuspendiert.  Für  die  längerfristige  Aufbewahrung  wurden  Aliquots 
angefertigt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei ‐80 °C gelagert. 
III.1.6 Transformation mittels Hitzeschock 
Zu  einem  Ligationsansatz  von  10 µL  wurden  50 µL  der  auf  Eis  aufgetauten,  chemo‐
kompetenten E.‐coli‐XL1‐Blue‐MRF‘‐Zellen gegeben. Nach einer  Inkubation auf Eis  für 20 min 
folgte der Hitzeschock für exakt 1 min bei 42 °C. Nach einer weiteren Inkubation für 2 min auf 
Eis  wurde  der  Transformationsansatz  mit  100 µL  SOC‐Medium  versetzt  und  anschließend 











ohne  Schütteln  inkubiert,  danach  für  30 min  bei  37 °C  und  250 rpm.  Die  Zellen  wurden 
sedimentiert (3220×g, 20 °C, 10 min) und in 30 bzw. 400 mL 2×YT‐AK‐Medium aufgenommen. 










(16.000×g;  4 °C,  30 min)  verbliebener  Zellen  und  Zelltrümmer  wurden  die  im  Überstand 
befindlichen Phagen erneut mit PEG/NaCl‐Lösung (1/5 des Überstandvolumens) für 20 min auf 
der Wippe auf Eis gefällt. Anschließend wurde abermals zentrifugiert (16.000×g, 4 °C, 30 min) 
und  das  Pellet  in  1 mL  Phage Dilution Buffer  resuspendiert.  Nach  einem  letzten 
Zentrifugationsschritt  (16.000×g,  1 min)  wurde  der  zellfreie  Überstand  in  Mikro‐
schraubröhrchen  überführt  und  bei  4 °C  gelagert.  Die  amplifizierten  Phagen  wurden  dann 
sowohl  zur  Titerbestimmung  (siehe  Kapitel  III.1.10)  als  auch  für  weitere  Panningrunden 
eingesetzt. 
III.1.8 Selektion mit Antikörperphagen‐Bibliotheken 
Zur  Selektion  von  scFv‐Fragmenten,  die  C‐reaktives  Protein  (CRP)  spezifischen  erkennen, 
wurden die humanen, naiven, auf den Vektor pHAL14 basierenden Antikörpergenbibliotheken 
HAL7 und HAL8  (Hust  et al., 2011)  sowie die humanen,  semisynthetischen,  auf dem Vektor 






Inkubationsschritte  bei  RT.  Nach  Entfernen  der  Antigenlösung  wurden  unspezifische 
Bindungsstellen mit M‐PBS‐T  abgesättigt.  Parallel  dazu  wurde  zur  Deselektion  unspezifisch 
bindender  scFv‐Phagen  eine  weitere  Vertiefung  mit  Panningblock  für  1 h  inkubiert.  Nach 
einem  Waschschritt  im  ELISA‐Washer  (3×)  mit  PBS‐T  wurden  pro  Kavität  5×1010 – 5×1012 
Phagenpartikel  in 150 µL Panningblock für 1 h präinkubiert. Das deselektierte Phagengemisch 
wurde anschließend für 2 h  in der mit CRP gekoppelten Kavität  inkubiert. Durch mehrmaliges 
Waschen  mit  PBS‐T  wurden  schwach  gebundene  Phagen  entfernt.  In  der  ersten 
Selektionsrunde  wurde  zehnmal  gewaschen,  mit  jeder  weiteren  Runde  wurden  zehn 
III. METHODEN 
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Waschschritte  hinzugefügt.  Die  Elution  der  gebundenen  Phagen  erfolgte  enzymatisch  mit 
200 µL 10 µg/mL Trypsin für 30 min bei 37 °C. 
Die  eluierten  Phagen wurden  für  eine  Titerbestimmung  und  zur  Infektion  einer  E.‐coli‐XL1‐
Blue‐MRF‘‐Kultur, die sich  in der exponentiellen Phase  (OD600 = 0,5) befand verwendet. Dazu 
wurden 20 mL dieser Kultur mit 190 µL der eluierten Phagen infiziert und für 30 min bei 37 °C 
inkubiert.  Die  Zellen  wurden  sedimentiert  (3220×g,  10 min),  in  250 µL  2×YT‐GA‐Medium 
resuspendiert  und  anschließend  auf  einer  2×YT‐GA‐Agarplatte  (Ø 15 cm)  ausgestrichen.  Die 
Inkubation der Agarplatten erfolgte ü. N. bei 37 °C. 
III.1.8.2 Panning auf Beads 
Im  Gegensatz  zur  oben  beschriebenen  Methode  wurde  Antigen  an  magnetische  Beads 
gekoppelt (siehe Kapitel III.3.15). 
Das Panning wurde  in 1,5‐mL‐Reaktionsgefäßen durchgeführt.  Für die erste  Selektionsrunde 
wurden 1×1012 Phagenpartikel in 200 µL M‐PBS‐T im Thermoschüttler für 15 min bei 22 °C und 




Mit  jeder  weiteren  Selektionsrunde  wurde  die  Anzahl  der  zugegebenen  Beads  um  5×106 




Phagen  wurden  für  eine  Titerbestimmung  und  für  die  Infektion  von  E.‐coli‐Zellen  zur 
Phagenamplifikation nach dem HTS‐Protokoll (siehe Kapitel III.1.9) verwendet. 
III.1.9 Amplifikation  von  Antikörperphagen mittels  High‐throughput screening  (HTS)‐
Protokoll 
Bei  dieser  Methode  wurde  die  Infektion  von  E. coli  und  die  Produktion  der  M13K07‐













durch  Ausschlagen  entfernt.  Nach  Resuspendieren  des  Zellsediments  in  2×YT‐AK‐Medium 
erfolgte die Produktion der Phagen ü. N. bei 30 °C und 800 rpm. Die Zellsuspensionen der vier 
Vertiefungen  wurden  in  einem  1,5‐mL‐Reaktionsgefäß  vereinigt  und  die  Zellen  abgetrennt 








zu  einer  OD600  0,5  inkubiert.  Von  den  Phagen‐Suspensionen  wurden  parallel 
Verdünnungsreihen  in PBS angefertigt. Anschließend wurden jeweils 10 µL der verschiedenen 
Verdünnungen  mit  50 µL  E.‐coli‐XL1‐Blue‐MRF‘‐Zellen  gemischt  und  für  30 min  bei  37 °C 
inkubiert. Nach der Infektion wurden von jeder Verdünnung je dreimal 10 µL bzw. der gesamte 






Titerplatten  der  dritten  Panningrunde  (96‐wells)  bzw.  Glycerinkulturen  (24‐wells)  zur 
Inokulation von je 200 µL 2×YT‐GA‐ oder TB‐GA‐Medium pro Vertiefung einer MTP verwendet. 
Die  MTP  wurde  mit  einer  atmungsaktiven  Membran  abgedeckt  und  ü. N.  bei  37 °C  und 
850 rpm  inkubiert.  Je  Vertiefung  einer  neuen  MTP  wurden  190 µL  (96‐wells)  bzw.  3,8 mL 
(24‐wells)  2×TY‐GA‐  oder  TB‐GA‐Medium  vorgelegt  und  im  Verhältnis  1:20  mit  der 





Im  Anschluss wurden  die  Hauptkulturen  zentrifugiert  (3220×g,  10 min)  und  der  Überstand 
durch Ausschlagen entfernt. Die Expression wurde mit gleichen Volumina 2×YT‐SA‐ bzw. TB‐
GA‐Medium mit  IPTG  (Endkonzentration: 10 – 50 µM)  induziert und erfolgte  für 3 h bis ü. N. 





Klonierung  deren  Gene  in  die  Expressionsvektoren  pOPE101‐XP  bzw.  pOPE107‐XP  in 
Schüttelkolben hergestellt. Für eine Übernachtkultur wurden 100 mL 2×YT‐GA‐Medium direkt 
aus  einer  Glycerinkultur  beimpft  und  ü. N.  bei  37 °C  und  250 rpm  inkubiert.  Anschließend 
wurden 400 mL 2×YT‐GA‐Medium mit der Übernachtkultur auf eine OD600  0,1  inokuliert. Es 
folgte  eine  Inkubation  der  Bakterien  bei  37 °C  und  200  rpm  bis  zu  einer  OD600  1,0.  Die 
Expression  der  scFv‐Fragmente  wurde  durch  Zugabe  von  IPTG  (Endkonzentration:  50 µM) 





Sehr  große  Mengen  an  scFv‐Fragmenten  wurden  im  LEX®‐Biorekator  produziert.  Die 
Übernachtkulturen wurden analog  zur Produktion  im Schüttelkolben behandelt. Als Medium 
wurde  Phosphat‐gepuffertes  (P)  TB‐GA‐Medium  verwendet.  Im  Anschluss  wurden  1,6 L 













GA‐Medium  mittels  des  peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I  (PeqLab,  Erlangen)  unter  Berück‐
sichtigung der Herstellerangaben. Die DNA wurde mit 50 µL, auf 70 °C erhitztem Elutionspuffer 
(2,5 mM Tris‐HCl, pH 8,5) eluiert. Um größere Mengen an Plasmid‐DNA zu erhalten, wurde das 
Plasmid DNA Purification Kit NucleoBond® Xtra Midi  (Machery  und  Nagel,  Düren)  für  eine 
Übernachtkultur  von  E. coli  (100 – 200 mL)  in  2×YT‐GA‐Medium  verwendet.  Die  Reinigung 









PCR‐Ansätze mit  jeweils  10 μL  5fach  Phusion‐Puffer,  1 ng  Plasmid‐DNA  und  200 μM  dATP‐, 
dCTP‐,  dGTP‐  und  dTTP‐Mix  angefertigt.  Die  Endkonzentration  der  hinzugefügten  Primer 


























Bei  der  Kolonie‐PCR wurde  für  die  DNA‐Amplifikation  eine  Einzelkolonie mit  einer  sterilen 
Pipettenspitze  von einer Agarplatte entnommen und  in einem PCR‐Ansatz  resuspendiert. Es 








Die  Nested‐error‐prone‐PCR  wurde  in  der  vorliegenden  Arbeit  verwendet,  um  zufällige 




aufweisen  soll  (Herstellerangabe).  Die  Annealing‐Temperatur  während  der  Reaktion  war 
abhängig vom eingesetzten Primer‐Set  (MH LacZ Pro  f + LA‐pIT2‐glll‐r1 / HT‐gIII‐Beginn1‐rev | 







































Die  Reinigung  von  PCR‐Produkten  und  DNA‐Fragmenten  aus  präparativen  Agarose‐Gelen 










zu  dem  Restriktionsansatz  nach  Herstellerangaben  hinzugegeben.  Die  Restriktion  der  DNA 
(0,1 – 3 µg)  erfolgte bei dem Temperaturoptimum der Enzyme  (meist 37 °C)  für bis  zu 16 h. 
Anschließend  wurden  die  Restriktionsenzyme  für  20 min  bei  65 – 85 °C  hitzeinaktiviert.  Im 










Die  Religation  von  linearisierten  DNA‐Fragementen  wurde  verhindert,  indem  dem 
Restriktionsansatz  vor  Hitzeinaktivierung  der  Enzyme  zusätzlich  zweimal  0,5 µL 










je  nach  Größe  des  Gels.  Als  Größenstandard  diente  der  Gene Ruler 1 kb DNA Ladder.  Die 


















Komponente  Volumen [µL] Menge Volumen [µL] Menge 
10×Reaktionspuffer  1,0  1× 10,0 1× 
T4‐DNA‐Ligase (5 U/µL)  0,2  1 U    0,6  3 U 
Vektor‐DNA  1,0 – 2,0  ≈ 150 ng    10,0 – 20,0  ≈ 1000 ng 
Insert‐DNA  2,0 – 7,0  ≈ 150 ng    20,0 – 50,0  ≈1 600 ng 









Nach  der  Produktion  von  scFv‐Fragmenten  in  E. coli  wurde  das  Periplasma  der  Zellen 
präpariert.  Hierfür wurde  das  Zellsediment  in  eiskaltem  PE‐Puffer  in  einem  Verhältnis  zum 
Kulturvolumen  von  1:10  (Mikrotiter‐  und  Schüttelkolben‐Maßstab)  bzw.  von  1:20  (LEX®‐
Bioreaktor) resuspendiert. Nach der  Inkubation  für 20 – 120 min bei 4 °C, wurden Zellen und 
Zelltrümmer  sedimentiert  (14.000×g,  4 °C,  ≥ 20 min)  und  der  Überstand  (PE = Periplasma‐
tischer Extrakt) abgenommen. Die sedimentierten Zellen wurden gegebenenfalls mit gleichen 
Volumina  eiskaltem  Osmotischer‐Schock‐Puffer  versetzt  und  analog  zur  Präparation  des  PE 
behandelt.  Der  Überstand  ist  dann  die  Osmotische‐Schock‐Fraktion  (OS).  Beide  Fraktionen 
wurden ggf. dialysiert und für weitere Analysen (ELISA, SDS‐PAGE, WesternBlot) eingesetzt. 
III.3.2 Präzipitation von scFv‐Fragmenten aus dem Kulturüberstand von Escherichia coli 
Die während der  Produktion  in  E. coli  in den  Kulturüberstand  abgegebenen  scFv‐Fragmente 
wurden  mit  dem  chaotropen  Salz  Ammoniumsulfat  ausgefällt.  Dafür  wurden  pro  100 mL 
zellfreien  Kulturüberstand  40 g Ammoniumsulfat  hinzugefügt  und  für  bis  zu  2 h  bei  4 °C  im 
Überkopfschüttler  inkubiert.  Die  präzipitierten  Proteine  wurden  durch  Zentrifugation 
(17.600×g, 4 °C, 30 min) sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen, die Sedimente in PBS 







Für  die  Analyse  der  rekombinanten  Proteinproduktion wurden  den  entsprechenden  E.‐coli‐
Kulturen  vor  und  nach  der  Induktion  der  rekombinanten  Genexpression  in  regelmäßigen 
Zeitabständen  je  zwei  Proben  entnommen. Die  entnommenen  2‐OD600‐Äquivalente wurden 
zentrifugiert (16.000×g, 4 °C, 2 min), die zellfreien Überstände beider Proben vereinigt und zur 
Proteinpräzipitation  verwendet.  Die  sedimentierten  Zellen  einer  Probe  wurden  für  die 








(immobilized metal ion affinity chromatography)‐Methode  im  Batch‐Verfahren  verwendet. 
Nach der Produktion  im Schüttelkolben bzw.  im LEX®‐Biorektor wurden die zellfreien PE‐ und 
OS‐Fraktionen und die ggf. gefällten Überstande zunächst vereinigt und auf final 1 M NaCl und 
10 mM  Imidazol  eingestellt.  Nach  Mischen  mit  dem  gleichen  Volumen  IMAC‐Bindepuffer, 
wurde  zu  den  Proben  jeweils  0,5 – 1 mL  der  mit  Nickel  beladenen 
Chelating Sepharose Fast Flow gegeben und für 1 – 4 h bei 4 °C im Überkopfschüttler inkubiert. 
Die  Matrix  wurde  anschließend  sedimentiert  (500×g,  4 °C,  10 min)  und  der  so  erhaltene 
Überstand  (Durchfluss;  engl.:  flow  through,  FT)  abgetrennt.  Es  folgten  drei Waschschritte  à 
5 min  mit  je  5 mL  IMAC‐Waschpuffer  mit  ansteigenden  Imidazolkonzentrationen 
(10 – 100 mM)  und  anschließender  Abtrennung  der  Matrix.  Die  Elution  erfolgte  in  drei 
Schritten mit je 1,5 mL, zweimal mit IMAC‐Elutionspuffer I (Bindepuffer mit 250 mM Imidazol) 
und  abschließend  mit  IMAC‐Elutionspuffer II  (Bindepuffer  mit  100 mM  EDTA).  Von  allen 





München)  verwendet,  welches  eine  semi‐automatisierte  Reinigung  ermöglicht.  Die 
Kulturüberstände wurden  zunächst  entgast  (Porengröße des  Filters:  0,45 µm) und mit  einer 
Fließgeschwindigkeit  von  1 mL/min  über  eine  1‐mL‐Protein‐A‐Säule  gereinigt.  Nach  einem 
Waschschritt mit  30  Säulenvolumen  Protein‐A‐Bindepuffer wurden die  scFv‐Fc‐Fusionen mit 






Die  gelelektrophoretische  Auftrennung  von  Proteinen  erfolgte mit  einer  diskontinuierlichen 












Für  reduzierende  Bedingungen  wurden  die  Proteinproben  im  Verhältnis  5:1  mit  5fach 








Das  Trenngel  wurde  nach  der  elektrophoretischen  Auftrennung  in  20 mL  Coomassie®‐
Färbelösung gegeben, kurz  in der Mikrowelle aufgekocht und 10 min bei RT auf einer Wippe 
gefärbt.  Anschließend  wurde  das  Gel  bis  zur  vollständigen  Entfärbung  der  proteinfreien 
Gelmatrix in Entfärbelösung inkubiert. 
III.3.9 Silberfärbung von Polyacrylamid‐Gelen 
Für  den Nachweis  geringer  Proteinmengen wurde  die  Silberfärbung  nach  der Methode  von 
Blum, Beier und Gross  (Blum et al., 1987) verwendet. Dabei wurden alle  Inkubationsschritte 
unter Schütteln auf einer Wippe bei RT durchgeführt. Zunächst wurde das PAA‐Gel für 1 h  in 
Fixierer  inkubiert.  Es  folgten  drei  Waschschritte  für  je  15 min  in  50 % (v/v)  Ethanol. 
Anschließend wurde  das  PAA‐Gel  1 min  in Natriumthiosulfatlösung  geschwenkt  und  danach 
dreimal für 20 s  in H2O gewaschen. Nach  Inkubation  in Silberlösung für 20 min wurde erneut 






Mit  Hilfe  des  Western  Blots  im  Semi‐dry‐Verfahren  wurden  zuvor  durch  eine  SDS‐PAGE 
aufgetrennte Proteine auf eine PVDF‐Membran übertragen. Hierfür wurden  zunächst drei  in 
WB‐Laufpuffer getränkte Whatman‐Filterpapiere luftblasenfrei auf die Elektrodenplatte gelegt. 




Mittels  Immunfärbung  wurden  die  auf  eine  PVDF‐Membran  übertragenen  Proteine 
nachgewiesen.  Hierzu  wurde  die  Membran  zunächst  zum  Abblocken  unspezifischer 
Bindungsstellen  für 1 h bei RT oder ü. N. bei 4 °C  in M‐PBS‐T auf einer Wippe  inkubiert. Alle 
weiteren  Inkubationsschritte  erfolgten  bei  RT.  Die  Membran  wurde  für  1 h  mit  einem 
proteinspezifischen  Erstantikörper  inkubiert.  Es  folgten  drei Waschschritte,  einmal  kurz mit 
PBS, einmal 5 min mit PBS‐T und erneut kurz mit PBS. Anschließend wurde der Zweitantikörper 
für 1 h  inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurde die Membran  für 10 min  in AP‐
Substratpuffer äquilibriert. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte über eine  Inkubation  in 
AP‐Substratlösung  (NBT/BCIP  je  1:100  in  AP‐Substratpuffer)  bis  zum  Sichtbarwerden  der 
Banden.  Die  Färbereaktion  wurde  durch  Waschen  mit  H2O  abgestoppt,  die  Membran 
getrocknet und dokumentiert. 
III.3.12 Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Der  ELISA  wurde  im  Rahmen  dieser  Arbeit  verwendet,  um  die  Aktivität  von  anti‐CRP‐
Antikörper‐Phagen nachzuweisen, produzierte scFv‐Fragmente miteinander zu vergleichen und 




Vertiefung  einer MTP  (Nunc MaxiSorpTM  oder  Corning Costar®)  gegeben  und  ü. N.  bei  4 °C 
inkubiert.  Alle  weiteren  Inkubationsschritte  erfolgten  bei  RT.  Nach  Entfernen  der 




PBS‐T  im  ELISA‐Wascher  (Columbus  Plus,  Tecan)  wurden  die  antikörperfragmenthaltigen 
Produktionsüberstände  oder  entsprechende Verdünnungen  gereinigter Antikörperfragmente 
für 1,5 h  inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt  im ELISA‐Wascher (3mal, PBS‐T) folgte 
die  Inkubation mit  dem  Erstantikörper  für  1 h.  Auf  einen  erneuten Waschschritt  im  ELISA‐
Wascher  folgte die  Inkubation mit dem  zweiten Nachweisantikörper  für 1 h. Nach Waschen 
der MTP  im  ELISA‐Wascher wurden  100 µL  der  Substratlösung  (TMB‐A  +  TMB‐B. Verhältnis 
21:1)  inkubiert.  Die  Farbreaktion  erfolgte  für  3 – 15 min  bis  zu  einer  ausreichenden 
Blaufärbung der Lösung und wurde dann mit 100 µL 1 N Schwefelsäure (Farbumschlag: blau zu 





nicht  an  der  Oberfläche  einer MTP,  sondern  an  magnetischen  Carboxy‐Beads  (Invitrogen, 
Darmstadt)  immobilisiert.  Je  Vertiefung  wurden  0,5 µL  (≙	5×105 Beads)  der  mit  Antigen 
gekoppelten  Carboxy‐Beads  verwendet.  Die  Beads  wurden  entsprechend  Kapitel  III.3.15 
vorbereitet und lagen bereits geblockt vor. Daher wurden die 0,5 µL Carboxy‐Beads direkt in je 
100 µL der Lösung mit den nachzuweisenden Antikörper‐Fragmenten gegeben. Alle weiteren 
Schritte  erfolgten  analog  zum Antigen‐ELISA  auf MTP. Die Waschschritte wurden  auf  einem 
speziellen Bead‐ELISA‐Washer (Hydroflex, Tecan) mit einer Magnetplatte durchgeführt. 
III.3.13 Quantifizierung von Proteinen 
Neben  der  photometrischen  Bestimmung  von  Proteinkonzentrationen  mit  Hilfe  des 
Nanodrop ND‐1000  Spektrometer  (PeqLab,  Erlangen)  bei  einer Wellenlänge  von  λ = 280 nm 










diesem  Programm  wurden  die  Farbintensitäten  der  Proteinbanden  als  Histogramme 
dargestellt.  Aus  den  Peakflächen  der  Verdünnungsreihe  des  Proteinstandards  wurde  eine 




Titrations‐ELISAs  mit  einem  definierten  Proteinstandard  (TM44‐C7.3‐scFv).  Dabei  wurde 
sowohl  der  Proteinstandard  (200 ng  in  der  ersten  Kavität),  als  auch  die  Proben  mit 
unbekannter  Konzentration  in  einer  1:2‐Verdünnungsreihe  aufgetragen.  Der  ELISA  wurde 










In  dieser  Arbeit  wurden  die  Dynabeads® M‐270 Carboxylic Acid  (Invitrogen,  Darmstadt) 
verwendet.  Die  Kopplung  von  CRP  bzw.  BSA  mittels  EDC/NHS  fand  nach  Angaben  des 
Herstellers  statt.  Für  drei  Selektionsrunden mit  vier  Antikörperphagen‐Bibliotheken wurden 
insgesamt 1,25×108 Carboxy‐Beads (Stock 2×109/mL in DMF) für die Kopplung mit dem Antigen 
eingesetzt.  Die  Beads wurden  nach  den  Kopplungs‐  und  dem  Blockschritten  in  130 µL  PBS 







Die  Suspensionszellen  HEK293‐6E wurden  in  Polycarbonat‐Erlenmeyerkolben  (Corning,  New 
York, USA) in Zelllinien‐spezifischen Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO2 und 110 rpm kultiviert. 
III.4.2 Transfektion von HEK293‐6E‐Zellen  
Für  die  transiente  Expression  in  HEK293‐6E‐Zellen,  wurden  diese  mit  dem 
Transfektionsreagenz  Polyethylenimin  (PEI)  transfiziert.  Die  Transfektion  erfolgte  bei  einer 
Zelldichte von 1,5 ‐ 2×106 pro mL mit einem DNA‐PEI‐Komplex. Für die Vorbereitung des DNA‐
PEI‐Komplexes wurden  zunächst 25 µg der DNA und 62,5 µL  einer 1,0 mg/mL PEI‐Lösung  zu 
jeweils 1,25 µL des Transfektionsmediums gegeben und vorsichtig vermischt. Die PEI‐Lösung 
wurde zu der DNA‐Lösung pipettiert, vorsichtig vermischt und für 20 min  inkubiert. Die DNA‐













Superdex200  10/300 GL  (GE Healthcare, München)  verwendet.  Für  die Messungen wurden 




Die  Dissoziationskonstante  (KD)  von  scFv‐Fragmenten  wurde  mittels 




von  CRP  an  den  CM5‐Chip  wurde  eine  CRP‐Konzentration  von  2,5 μg/mL  in 
10 mM Natriumacetat  (pH 4,5)  eingesetzt  und  der  Chip  abschließend mit  1 M  Ethanolamin 
abgesättigt.  Als  Laufpuffer  diente  HBS‐EP‐Puffer.  Die  Regenerationsschritte  wurden  mit 
25 mM HCl  (pH 1,6) durchgeführt. Es wurde ein Volumen von 50 μL pro Probe und Messung 
mit  einer  Fließgeschwindigkeit  von  25 μL/min  injiziert.  Es  wurden  verschiedene  scFv‐






Human Capture Kit  (GE Healthcare,  München)  nach  Herstellerangaben  bei  einer 
Fließgeschwindigkeit  von  10 µL/min  in  HBS‐EP‐Puffer  eingesetzt.  Von  den  scFv‐Fc‐
Fusionsproteinen wurden jeweils 50 µL (5 µg/mL) an den Chip gekoppelt und nach Zugabe von 
je 250 µL einer CRP‐Lösung verschiedener Konzentrationen  (0 nM; 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM; 







Für  die  Bestimmung  der  Affinität  von  scFv‐SNAP‐Fusionsproteinen  wurde  ein 
dextranbeschichteter BIAcore CM5 Chip analog zu  III.5.2 aktiviert. Die Kopplung des Liganden 
SNAP  CBG‐NH2  erfolgte  mit  einer  Fließgeschwindigkeit  von  10 µL/min  bis  ein  ausreichend 
hohes Signal (RU) erreicht wurde. Es folgte das Absättigen verbliebener reaktiver Gruppen mit 
1 M  Ethanolamin.  Die  Kopplung  des  scFv‐SNAP‐Fusionsproteins  erfolgte  mit  einer 
Fließgeschwindigkeit von 1 μL/min für 4 h bei 25 °C. Im Anschluss daran wurden verschiedene 




(engl.:  Quartz Crystal Microbalance,  QCM)  über  einen  Glutardialdehyd‐SAM 
(Self Assembling Monolayer), wurde die Oberfläche  zunächst dreimal mit H2O gewaschen. Es 
folgte  eine  Inkubation  mit  einer  20 mM  Cystamin‐Lösung  ü. N.  bei  RT.  Nach  dreimaligem 
Spülen mit  H2O  wurde  für  2 h mit  2,5 % (v/v)  Glutardialdehyd  inkubiert.  Es  wurde  erneut 
dreimalig mit H2O gespült, bevor die Inkubation mit den jeweiligen Antikörpern erfolgte. 
III.5.6 Messungen von Antigenen aus einer Lösung mit einer Quarzkristallmikrowaage 
Messungen  verschiedener  Antigene  (CRP,  BSA  und  Lysozym) mit  Hilfe  Antigen‐spezifischer 
QCM‐Sensoren  wurden  zum  Teil  am  Institut  für Mikrotechnik  der  Technischen  Universität 
Braunschweig  durchgeführt.  Hierfür wurde  ein  Quarzresonator  partiell  auf  die  gewünschte 
Dicke  nassgeätzt,  um  eine  Resonanzfrequenz  f0  von  etwa  20 MHz  zu  erreichen.  Der 
Quarzresonator wurde in ein Fließsystem integriert, das softlithographisch aus dem Elastomer 
Polydimethylsiloxan  (PDMS)  hergestellt  wurde.  Antikörperfragmente  wurden  mittels 
Glutardialdehyd‐SAM  auf  der  Goldoberfläche  des  Quarzresonators  im  Fließsystem 
immobilisiert.  Anschließend  wurde  die  Sensoroberfläche  mit  Casein  abgesättigt.  Nach 
Laufpufferfluss  bis  zu  einer  konstanten  Basislinie  wurden  die  Messungen  bei  einer 
Fließgeschwindigkeit  von  ca.  34 μL/min  durchgeführt.  Für  die Messungen  auf  dem  Sensor 
wurde  eine  selbstgebaute  Oszillatorschaltung  eingesetzt.  Die  Frequenz  wurde  mit  einem 
Frequenzzähler  gemessen und mit  LabVIEW 7.0  (National  Instruments, USA)  aufgenommen. 
Die  eingesetzten  Lösungen  wurden  mit  einer  selbstgefertigten  Ventilschaltung  und  einer 
III. METHODEN 
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Schlauchpumpe  im  Wechsel  über  die  Sensoroberfläche  geleitet.  Dabei  kamen 
elektromagnetische  3‐Wege‐Ventile  zum  Einsatz.  Die  Auswertung  und  Visualisierung  der 
Messungen  erfolgte  manuell  mit  MS  Excel.  So  wurden  bspw.  extreme  Frequenzsprünge 
bedingt  durch  Störungen  des  Sensor‐System  wie  z.  B.  Luftblasen  oder  Erschütterungen 





über  mehrere Messtage  verteilten  100 Messzyklen  mit  Hilfe  des  TOB5‐D4‐scFv‐Fragments 
wurde  eine  Normalisierung  durchgeführt,  um  die  einzelnen  Messungen  miteinander 
vergleichen  zu  können.  Hierfür  wurde  für  jeden  einzelnen  Messtag  zunächst  der  jeweils 
kleinste gemessene Frequenzunterschied (Δf) von den jeweils anderen gemessenen Δf‐Werten 
subtrahiert (der kleinste Wert wurde somit stets auf „0“ gesetzt). Anschließend wurden diese 







Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  ist  die  Weiterentwicklung  eines,  im  Rahmen  des 
Sonderforschungsbereiches  578  „Vom  Gen  zum  Produkt“  etablierten,  regenerierbaren, 
mikrofluidischen  Lab‐on‐a‐Chip‐Systems  zur  spezifischen Diagnostik  von C‐reaktivem  Protein 
(CRP). Für die Verbesserung der CRP‐Detektion durch rekombinante Antikörperfragmente mit 
Hilfe  einer  Quarzkristall‐Mikrowaage  (QCM)  werden  mindestens  zwei  verschiedene 
Antikörperfragmente mit unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften benötigt. Das erste 




sein muss,  das  ggf.  partiell  denaturierte  CRP  in  dem  verwendeten  Elutionspuffer  stabil  zu 
binden. Darüber hinaus müssen beide Antikörperfragmente  langzeitstabil und  regenerierbar 
sein, um mehrere aufeinanderfolgende CRP‐Messungen zu ermöglichen.  
Um  die  Anzahl  der möglichen Messzyklen  zu  steigern  und  die  CRP‐Sensitivität  zu  erhöhen, 
wurden  unterschiedliche  Strategien  verfolgt.  Zunächst  sollten  bereits  vorhandene  CRP‐
spezifische scFv‐  (single chain fragment variable) Fragmente zum einen  in andere Antikörper‐
Formate überführt werden, um die Stabilität und Affinität dieser Fragmente zu erhöhen. Zum 
Anderen  sollten  sie  mutagenisiert  werden,  um  CRP‐spezifischen  scFv‐Fragmente  mit 
veränderten Eigenschaften  (z. B. erhöhter pH‐Stabilität)  zu erhalten. Des Weiteren erfolgten 
neue  Selektionen  gegen  CRP,  um  Antikörperfragmente  zu  generieren,  die  per se  andere 
biochemische  Eigenschaften  (z. B.  pH‐Toleranz  oder  Erkennung  anderer  Epitope)  aufweisen. 
Die  veränderten  Antikörper‐Varianten  und  ‐Formate  sowie  neu  identifizierte 
Antikörperfragmente  wurden  anschließend  hinsichtlich  ihrer  biochemischen  Eigenschaften 
(Affinität, Stabilität) charakterisiert und für den Einsatz in einem QCM‐basierten Lab‐on‐a‐Chip‐












wurden  bei  der  Produktion  von  scFv‐  und  scAb‐  (single  chain  antibodies)  Fragmenten  in 
Insektenzellen erhalten (Reavy et al., 2000). 
IV.1.1 Konstruktion von scFv‐Cκ/Cλ‐Expressionsvektoren 
Zur  Produktion  von  Cκ/Cλ‐Fusionsproteinen  wurden  zunächst  die  Expressionsvektoren 
pOPE301‐XP (Cκ) und pOPE401‐XP (Cλ) erstellt. Hierfür wurden die Gene, die für die konstante 
Domäne der leichten Kette Kappa (Cκ) und Lambda (Cλ) kodieren, mittels PCR aus den Vektoren 




















Dargestellt  sind  die Gesamtproteinfraktionen  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  vor  (‐)  und  nach 
Induktion  (+) der  rekombinanten Genexpression unterschiedlicher  scAb‐ bzw.  scFv‐Fragmente: 
LA13‐IIE3 (A) und TOB5‐D4 (B). Es konnten signifikante Mengen an scAb‐ bzw. scFv‐Fragmenten 
nachgewiesen werden  (schwarze  Pfeile).  Als  Proteingrößenstandard wurde  der  Precision  Plus 
Protein Unstained  Standard  (BioRad, München)  verwendet. Die  Färbung der Proteine erfolgte 
mit Coomassie® Brilliant Blue R250. 
IV.1.3 Aktivitätsanalyse der scAb‐ und scFv‐Fragmente 
Für  die  Überprüfung  der  Aktivität  der  verschiedenen  scAb‐  und  scFv‐Fragmente  und  den 
Vergleich miteinander wurden diese mittels  IMAC  gereinigt und die  Proteinkonzentrationen 
der Elutionsfraktionen densitometrisch bestimmt (Daten nicht gezeigt). Anschließend wurden 




Jede Vertiefung wurde mit  je 100 ng CRP  (█ሻ bzw. BSA  (█) beschichtet. Nach der Produktion 
und  IMAC‐Reinigung  wurden  jeweils  350 nM  der  verschiedenen  scAb‐  bzw.  scFv‐Fragmente 
LA13‐IIE3 (A) bzw. TOB5‐D4 (B) auf den Antigenen inkubiert. Der Nachweis erfolgte über Maus‐




Fragmente  direkt  miteinander  verglichen  werden.  Dabei  zeigten  die  scFv‐Fragmente 
gegenüber den jeweiligen Cκ/Cλ‐Fusionsproteinen deutlich höhere ELISA‐Signale (Faktor 2 – 3). 
Die  Fusion  von  scFv‐Fragmenten  an  die  konstanten  Domäne  der  leichten  Kette  Cκ  bzw.  Cλ 
führte zu einer Steigerung der Produktionsrate (). Jedoch konnte bisher keine erhöhte Bindung 
an CRP nachgewiesen werden. 











scAb (Cκ) scAb (Cλ)



































IV.2 PANNING  MIT  CARBOXY‐BEADS  GEGEN  CRP  UNTER  VERWENDUNG  VIER 
UNTERSCHIEDLICHER ANTIKÖRPERPHAGEN‐BIBLIOTHEKEN 
Zur  Selektion  von  CRP‐spezifschen  scFv‐Fragmenten  mit  anderen,  biochemischen 
Eigenschaften  wurden  mit  einem  Panning  auf  Beads  mit  vier  unterschiedlichen 
Antikörperphagen‐Bibliotheken  neue  CRP‐Binder  identifiziert.  Es wurden  sowohl  die  beiden 
naiven Antikörperphagen‐Bibliotheken HAL7 und HAL8 als auch die beiden semi‐synthetischen 
Bibliotheken Tomlinson I und Tomlinson J eingesetzt. Während die naiven Bibliotheken HAL7 
und HAL8,  bei  denen  aus  humanen  Lymphozyten  isolierte  Antikörper‐Gensegmente  zufällig 
kombiniert wurden,  eine  Diversität  von  ca.  5×109  aufweisen  (Hust  et  al.,  2011),  zeigen  die 
humanen,  semisynthetischen  Bibliotheken  Tomlinson I  und  Tomlinson J mit  randomisierten 
CDRs eine Diversität von 1,4×108 (Goletz et al., 2002). 
IV.2.1 Selektion von CRP‐spezifischen Antikörper‐Fragmenten 
Für  die  Selektion  von  Antikörper‐Fragmenten  wurden  50 µg  CRP  kovalent  an  1,25×108 
Carboxy‐Beads  (Dynabeads®  M‐270,  Invitrogen)  gebunden.  Dabei  wurden  in  der  ersten 
Selektionsrunde  zu  jeder  Antikörperphagen‐Bibliothek  1,5×107  mit  CRP  beladene  Beads 
zugegeben. Mit  jeder weiteren  Runde wurde  die Anzahl  der  zugegebenen  Beads  um  5×106 







HAL7  2,3×106 6,2×106 3,1×106
HAL8  1,6×106 6,4×107 7,6×108
Tomlinson I  6,4×106 1,0×107 7,0×106
Tomlinson J  8,6×106 8,6×106 1,3×107
 
Zur  Identifizierung monoklonaler Binder  gegen CRP wurden  aus der dritten  Selektionsrunde 
jeweils  92 Einzelkolonien  ausgewählt,  diese  kultiviert  und  lösliche  Antikörper‐Fragmente 
produziert. Die Produktionsüberstände wurden sowohl  in einem monoklonalen Antigen‐ELISA 
auf Mikrotiter‐Platten (MTPs) als auch auf Beads überprüft.  
Bei  der  Antikörpergenbibliothek  HAL7  konnten  Binder  identifiziert  werden,  die  bei  beiden 
ELISAs  (MTP‐  und  Bead‐ELISA)  ein  positives  A450‐620‐Signal  aufwiesen. Des Weiteren wurden 
Binder  isoliert,  die  entweder  nur  an MTP  immobilisiertes  oder  an  Beads  gekoppeltes  CRP 
binden.  Bei  den  anderen  Antikörpergenbibliotheken  HAL8,  Tomlinson I  und  Tomlinson J 
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konnten  ausschließlich Binder  identifiziert werden,  die  an Beads  gekoppeltes CRP  erkennen 
(Daten nicht gezeigt). 
Aufgrund  der  Vielzahl  an  monoklonalen  Bindern  wurde  zunächst  mittels  Kolonie‐PCR 
überprüft, welche Klone ein vollständiges  scFv‐Genfragment enthielten. Anschließend wurde 
zur weiteren Charakterisierung mit den in der Kolonie‐PCR positiven Klonen eine enzymatische 
Restriktion  mittels  BstNI  durchgeführt  (Daten  nicht  gezeigt).  Nach  Auswertung  des  BstNI‐
Restriktionsverdaus wurden  insgesamt  36 scFv‐Klone  ausgewählt,  sequenziert  und  die  CDRs 
mit VBase2 analysiert (Daten nicht gezeigt). Aus der HAL8‐Bibliothek konnte ausschließlich der 
bereits bekannte Binder TOB5‐D4 isoliert werden, während aus der Tomlinson‐I‐Bibliothek ein 
neuer  Klon  (IsP28‐C2)  identifiziert  werden  konnte.  Aus  den  Antikörperphagen‐Bibliotheken 




der  sequenzidentisch  mit  dem  TOB5‐D4  ist,  konnten  somit  fünf  neue  Binder  identifiziert 
werden (Tabelle IV.2). 
Tabelle IV.2:  Bioinformatische Analyse neu isolierter CRP‐Binder. 





Name  Antikörpergen‐ Bibliothek  V VH  D VH  J VH  V VL  J VL 
IsP26‐F11  HAL7  IGHV3‐15*01 IGHD1‐26*01 IGHJ3*02 IGLV1‐40*01  IGLJ3*01 
IsP26‐G1  HAL7  IGHV5‐51*01 IGHD4‐23*01 IGHJ4*02 IGLV3‐19*01  IGLJ3*02 
IsP27‐C4*  HAL8  IGHV072  IGHD1‐14*01 IGHJ3*02 IGLV2‐8*01  IGLJ3*01 
IsP28‐C2  Tomlinson I  IGHV3‐23*03 IGHD3‐16*01 IGHJ4*02 IGKV1D‐39*01  IGKJ1*01
IsP29‐C10  Tomlinson J  IGHV3‐23*01 IGHD3‐16*01 IGHJ4*02 IGKV1D‐39*01  IGKJ1*01
IsP29‐H1  Tomlinson J  IGHV3‐23*01 IGHD6‐25*01 IGHJ4*02 IGKV1D‐39*01  IGKJ1*01
IV.2.2 Proteinbiochemische Analyse CRP‐spezifischer scFv‐Fragmente 
Zunächst wurde die  spezifische CRP‐Bindung  aller Klone nach Produktion  in MTPs  (24‐Well‐
Format)  in einem Titrations‐ELISA (in MTP und auf Beads) überprüft und bis auf den IsP28‐C2 





Dabei  konnten mit  Ausnahme  des  IsP29‐C10‐scFv‐Fragments  Fragmente mit  einer  relativen 
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Molekülmasse  von  ≈ 30.000  in  den  Elutionsfraktionen  E1–E3  nachgewiesen werden  (Daten 
nicht  gezeigt).  Für  nachfolgende  vergleichende  proteinbiochemische  Analysen  wurden  die 












IsP26‐F11  279* | 215†  3  1,9 
IsP26‐G1  297* | 281†  3  2,2 




































Sandwich‐ELISA  durchgeführt,  in  dem  die  jeweiligen  scFv‐Fragmente  immobilisiert  vorlagen. 
Dabei konnte  für die scFv‐Fragmente  IsP26‐F11 und  IsP29‐H1 eine Bindung von nativem CRP 








(█,	 █  bzw. █ሻ.  Als  Kontrollen  zum  Nachweis  unspezifischer  Bindungen  des  monoklonalen 
Maus‐α‐CRP‐IgG  bzw.  des  Nachweis‐Antikörpers  Ziege‐α‐Maus‐IgG  erfolgte  eine  Inkubation 
ohne  CRP  (█)  bzw.  zusätzlich  ohne  CRP  und  ohne Maus‐α‐CRP‐IgG  (█).  Als  Positivkontrolle 
erfolgte  der  Nachweis  der  CRP‐Bindung  vice  versa:  immobilisiertes  CRP  (100 ng)  wurde  von 
























IV.2.2.2 Analyse  des  Aggregationsverhaltens  neu  identifizierter  scFv‐Fragmente  mittels 
Größenausschlusschromatographie 
Um  die  Tendenz  der  neu  identifizierten  scFv‐Fragmente  zur Ausbildung  von Diabodies  oder 
Aggregaten  zu  überprüfen,  wurden  diese  mittels  Größenausschlusschromatographie  (SEC) 




Von den  gereinigten  scFv‐Fragmenten  IsP26‐F11  (█),  IsP26‐G1  (█) und  IsP29‐H1  (█) wurden 
200 µL  (≙	50 µg)  auf  eine  Superdex200‐10/300‐GL‐Säule  geladen  und  mit  einer 
Fließgeschwindigkeit von 0,5 mL/min (PBS) aufgetrennt. Dargestellt sind die Absorptionssignale 

































untersucht  worden  sind,  wurden  die  Affinitäten  der  scFv‐Fragmente  mittels 
Oberflächenplasmonresonanz  (engl.:  Surface Plasmon Resonance;  SPR)  mit  Hilfe  eines 
BIAcore2000‐Systems bestimmt. 
Dafür  wurden  von  den  scFv‐Fragmenten  Verdünnungen  mit  definierten  Konzentrationen 
(0 nM; 6,25 nM; 12,5 nM; 25 nM; 50 nM; 100 nM) erstellt und die Dissoziationskonstante (KD) 





Dargestellt  sind  die  Sensogramme  für  die  kinetischen Messungen  der  CRP‐spezifischen  scFv‐
Fragmente  IsP26‐G1  (A)  und  LA13‐IIE3  (B)  unterschiedlicher  Konzentrationen  (0 nM  (█); 
6,25 nM (█); 12,5 nM (█); 25 nM (█); 50 nM (█); 100 nM (█)). Alle Messungen erfolgten auf 
CM5‐Chips mit  einer  Flussrate  von  25 μL/min.  Die  Konzentration  von  12,5  bzw.  50 nM  scFv‐




dem bereits bekannten  scFv‐Fragment LA13‐IIE3 eine etwa dreimal  so hohe Affinität  zu CRP 
(Tabelle IV.4). 
Tabelle IV.4:  Bestimmung der Affinität des scFv‐Fragments IsP26‐G1 zu CRP. 
Bindungsparameter  der  untersuchten  scFv‐Fragmente.  Geschwindigkeitskonstante  der 
Assoziation  (ka)  bzw.  Dissoziation  (kd),  Rmax = maximale  Response,  Assoziationskonstante 
KA = ka × kd‐1  und  Dissoziationskonstante  KD = KA‐1,  sowie  der  Fehler  nach  Chi2  und  das  KD‐
Verhältnis. 
Antikörperfragment  ka [1 Ms‐1]  kd [1 s‐1] Rmax [RU] KA [1 M‐1] KD [M]  χ2  ௄ವ	ሺ௦௖ி௩ሻ௄ವ	ሺ௅஺ଵଷ‐ூூாଷሻ  


























bestimmen, wurde CRP mit Hilfe einer  reduzierenden  (A) bzw. nicht  reduzierenden  (B) SDS‐
PAGE  aufgetrennt  und mittels Western  Blot  auf  eine  PVDF‐Membran  transferiert. Die  CRP‐
Bindung  der  einzelnen  scFv‐Fragmente  wurde  anschließend  mittels  Immunostain 
nachgewiesen. 
Für die scFv‐Fragmente LA13‐IIE3 und IsP26‐G1 konnte die Erkennung linearer Epitope gezeigt 
werden,  wohingegen  für  die  scFv‐Fragmente  IsP26‐F11  und  IsP29‐H1  nur  unter  nicht 
reduzierenden  Bedingungen  eine  sehr  schwache  Bindung  an  das  CRP  nachgewiesen wurde 
(Abbildung  IV.7).  Die  Erkennung  konformationeller  Epitope  bestätigt  die  Ergebnisse  der 





Jeweils  5 µg  CRP  wurde  auf  PAA‐Gele  aufgetragen  unter  reduzierenden  (A)  bzw.  nicht 
reduzierenden  Bedingungen,  d. h.  kein  Aufkochen  nach  Zugabe  von  Laemmli‐Puffer  ohne  β‐
Mercaptoethanol (B) aufgetrennt und mittels Western‐Blot auf eine PVDF‐Membran übertragen. 




Bahn 1:  LA13‐IIE3  Bahn 3:    IsP26‐G1 
Bahn 2:  IsP26‐F11  Bahn 4:    IsP26‐H1 
Mit  Hilfe  dieser  Strategie  konnten mindestens  drei  neuartige monoklonale  CRP‐spezifische 
scFv‐Fragmente  identifiziert und charakterisiert werden. Dabei konnten zwei scFv‐Fragmente 
(IsP26‐F11 und IsP29‐H1) isoliert werden, die in der Lage sind, ausschließlich konformationelle 






















Die  bereits  vorhandenen  CRP‐spezifischen  Antikörperfragmente  LA13‐IIE3  und  TOB5‐D4 
wurden genetisch modifiziert, um Eigenschaften wie Affinität oder Stabilität (Temperatur, pH) 
zu  verändern.  Zur  Erzeugung  von  Varianten  dieser  scFv‐Fragmente  wurden  zufällige 
Mutationen  in die korrespondierenden Gene eingebracht. Die  so erzeugten mutagenisierten 





(Hust  et  al.,  2007a).  In  die  korrespondierenden  Genen  der  CRP‐spezifischen 
Antikörperfragmente LA13‐IIE3‐scFv, nachfolgend als Antikörpergenbibliothek „A“ bezeichnet, 
und  TOB5‐D4‐scFv, nachfolgend  als Antikörpergenbibliothek  „B“ bezeichnet, wurden mittels 
Nested‐error‐prone‐PCR zufällig Punktmutationen eingeführt. 
Hierfür wurden die entsprechenden  scFv‐Gene aus den vorhanden Plasmiden pIT2‐LA13‐IIE3 
bzw.  pHAL14‐TOB5‐D4 mit  Hilfe  eines  Zufalls‐Mutagenese‐PCR‐Kits  (GeneMorph®  II,  Agilent 
Technologies) mit spezifischen Primern (MH_LacZ_Pro_f + LA‐pIT2‐glll‐r1 bzw. HT‐gIII‐Beginn1‐
rev  |  MKpelB_f  +  MKmyc_r  |  IIB6‐Aff2‐fwd  +  IIB6‐Aff2‐rev)  amplifiziert.  Dabei  kamen 
insgesamt  drei  verschiedene  Primerpaare  zum  Einsatz,  die  sequentiell  verwendet  wurden. 
Nach jeder einzelnen PCR‐Runde wurde die DNA gereinigt, auf eine Konzentration von 1 ng/µL 
verdünnt und als Template  für weitere Error‐prone‐PCRs eingesetzt. Um die Mutationsraten 
weiter zu erhöhen, wurden  insgesamt sechs  („A“) bzw.  fünf  („B“) PCR‐Runden nacheinander 
durchgeführt  (Abbildung  IV.8). Nach der  jeweils  letzten Error‐prone‐PCR wurde abschließend 
eine  letzte  PCR  zur  Steigerung  der  Ausbeute  für  nachfolgende  Klonierungsschritte 







Je  5 μL  wurden  nach  der  sechsten  („A“)  bzw.  fünften  („B“)  PCR‐Runde  im  Agarosegel  (1 %) 




elektrokompetente  E. coli‐XL1‐Blue‐MRF’‐Zellen  (Stratagene,  Nümbrecht)  mit  dem 
Ligationsansatz  via  Elektroporation  transformiert. Die  Transformationseffizienz  betrug  dabei 








Amplifikation  und  anschießender  Reinigung  der  Antikörperphagen  wurde  für  die 
Antikörperphagen‐Bibliotheken ein Phagen‐Titer von 3,2×1014 („A“) bzw. 3,4×1014 pfu/mL („B“) 
ermittelt.  Um  die  Qualität  der  erzeugten  Antikörperphagen‐Bibliotheken  abschätzen  zu 
können, wurde  eine  Kolonie‐PCR mit  ca.  20 Einzelklonen  durchgeführt.  Dabei  zeigten  56 % 
(„A“) bzw. 39 % („B“) der untersuchten Einzelklone eine DNA‐Bande bei ca. 1,2 kB, was auf ein 





























Dargestellt  sind  die  Ergebnisse  der  Kolonie‐PCR  von  Einzelklonen  der  mittels  Helferphagen 
M13K07 verpackten Antikörpergenbibliotheken „A“  (A) und „B“  (B). Dabei zeigten ca. 56 %  (A) 
bzw. 39 % (B) ein vollständiges scFv‐Fragment. 
Zur  Abschätzung  der Mutationsraten  der  einzelnen  Antikörpergenbibliotheken  wurde  eine 
Sequenzanalyse von jeweils zehn Klonen durchgeführt. Dabei konnte gezeigt werden, dass im 
Durchschnitt  ca. 20 Punktmutationen über das gesamte  scFv‐Gen hinweg eingefügt wurden, 















A  6  1,2×107  56 %  19  9 
B  5  2,5×107  39 %  21  9 
IV.3.2 Evaluierung der mutagenisierten Antikörpergenbibliotheken „A“ und „B“ 
Zur  weiteren  biochemischen  Evaluierung  wurden  die  Qualität  der  Verpackung  und  die 
Funktionalität der Antikörperphagen mittels Phagen‐Titrations‐ELISA überprüft. Die mit dem 
Antigen  (CRP  bzw.  BSA)  beschichteten  Oberflächen  der  Kavitäten  einer  MTP  wurden  mit 
unterschiedlichen  Phagenpartikel‐Konzentrationen  (jeweils  Triplikate)  inkubiert.  Schwach 
bindende Antikörperphagen wurden durch Waschen der MTP im ELISA‐Washer entfernt. 
Für  beide  Antikörperphagen‐Bibliotheken  konnte  mittels  Maus‐α‐M13‐HRP‐Konjugat  eine 
spezifische Bindung  an CRP nachgewiesen werden. Dabei  zeigten die Antikörperphagen  von 
„A“  eine  deutlich  höhere  Bindung  an  CRP  als  die  von  „B“, was  zum  einen  an  der  besseren 















An  die  Oberflächen  der  Kavitäten  einer  MTP  wurde  CRP  bzw.  BSA  (Negativkontrolle) 
immobilisiert. Nach  der  Inkubation mit  Antikörperphagen  (0,5×1011 – 3,9×109  Phagen,  jeweils 
Triplikate) wurde gewaschen. Der Nachweis erfolgte mittels Maus‐α‐M13‐HRP‐Konjugat. 
IV.3.3 Selektion  von  CRP‐spezifischen  Antikörperphagen  unter  Verwendung 
mutagenisierter Antikörperphagen‐Bibliotheken 





MTP mittels  High Throughput Screening  (HTS)‐Protokoll  („B“).  Die  Phagentiter  der  eluierten 
Phagen variierten in jeder Selektionsrunde von 2,2×107 cfu/mL bis 2,2×108 cfu/mL. 
Zur  Identifizierung monoklonaler Binder  gegen CRP wurden  aus der dritten  Selektionsrunde 
jeweils  184 Einzelkolonien  ausgewählt  und  lösliche  Antikörper‐Fragmente  im MTP‐Maßstab 
produziert.  Die  Produktionsüberstände  wurden  in  einem  monoklonalen  Antigen‐ELISA 
überprüft. Für einen Vergleich mit dem jeweiligen Ausgangsklon LA13‐IIE3 („A“) bzw. TOB5‐D4 
(„B“)  wurden  diese  als  Positivkontrolle  mit  analysiert.  Als  Kontrolle  zum  Nachweis  einer 
unspezifischen Bindung der Antikörper‐Fragmente wurde BSA eingesetzt. 
Für  die  Antikörperphagen‐Bibliothek  „A“  konnten  mehr  als  40 CRP‐spezifische  Binder  mit 


















"A" auf  CRP "B" auf  CRP







Balken)  bzw.  BSA  (graue  Balken)  beschichtet.  Als  Positivkontrolle  wurden  der  Ausgangsklon 
LA13‐IIE3  (grün)  eingesetzt. H3 und H6  enthielten nicht  inokuliertes Medium und wurden  als 
Kontrolle  für  Kreuzkontaminationen  eingesetzt  (rote  Balken).  Der  Nachweis  der  gebundenen 
scFv‐Fragmente  erfolgte  mittels  monoklonalem  Maus‐α‐myc‐IgG (9E10)  und  polyklonalem 
Antikörper‐HRP‐Konjugat  Ziege‐α‐Maus‐IgG ‐(Fab‐spezifisch).  Die  im  Weiteren  analysierten 
Einzelklone  sind  mit  schwarzen  Pfeilen  markiert.  (A)  Produktionsplatte 1,  (B) 
Produktionsplatte 2. 
Die  ausgewählten  Klone  wurden  mittels  Kolonie‐PCR  auf  vollständige  scFv‐Genfragmente 
überprüft (Daten nicht gezeigt), die erhaltenen DNA‐Fragmente gereinigt und sequenziert. Mit 
Hilfe  der  Datenbank  VBASE2  erfolgte  eine  bioinformatische  Analyse  der  erhaltenen 







































































































































































































































































































































































jeweiligen Ausgangsklone  LA13‐IIE3  und  TOB5‐D4  verglichen. Nukleotid‐  und AS‐Alignments 
ergaben, dass  im Falle von  „A“ 13 sequenzverschiedene Klone angereichert wurden. Bei  „B“ 
wiesen alle  zehn untersuchten Klone eine unterschiedliche AS‐Sequenz auf. Durchschnittlich 
traten 12,6  („A“) bzw. 13,6  („B“) Punktmutationen auf, die zu  jeweils 4,5 AS‐Austauschen  im 
gesamten scFv‐Fragment führten. Dabei waren 1,9 („A“) bzw. 1,7 („B“) AS‐Austausche  in den 













A  30  13  12,6  4,5  1,9 
B  10  10  13,6  4,5  1,7 
IV.3.4 Proteinbiochemische Analysen mutagenisierter scFv‐Fragmente 
Nach  der  Produktion  im  MTP‐Maßstab  wurde  die  spezifische  Antigenbindung  aller  scFv‐
Fragmente  im Titrations‐ELISA verifiziert und bestätigt  (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser 






Die  einzelnen  E.‐coli‐Kulturen wurden  angezogen  und  die  rekombinante Genexpression mit 
IPTG induziert. Nach Inkubation bei 18 °C ü. N. wurden die Zellen geerntet und die Überstände 
verworfen.  Die  periplasmatischen  (PE‐)  und  osmotischen  Schock  (OS)‐Fraktionen  wurden 






Stellvertretend  für  alle Varianten  sind die  Ergebnisse der Reinigung des DF40‐DF40‐G11‐scFv‐
Fragments dargestellt. Jeweils 10 µL eines Reinigungsschrittes der unterschiedlichen Fraktionen 
wurden  mittels  einer  12%igen  SDS‐PAGE  aufgetrennt  (PE = Periplasmatische  Fraktion, 
OS = Osmotische  Schockfraktion;  DF = Durchfluss;  W1‐3 = Waschfraktionen;  E1‐3 = 
Elutionsfraktionen).  Als  Proteingrößenstandard  wurde  der  Precision  Plus  Protein  Unstained 
Standard  (BioRad, München)  verwendet.  Die  Färbung  der  Proteine  erfolgte mit  Coomassie® 
Brilliant Blue R250. 













LA13‐IIE3  0,75  4,0  1,7 
DF39‐A4  0,85  1,5  0,7 
DF39‐E1  0,56  1,5  0,5 
DF39‐E11  0,75  1,5  0,6 
DF40‐B6  0,43  4,0  1,0 
DF40‐G11  0,91  1,5  0,8 
   











Mit  Hilfe  eines  Titrations‐ELISAs,  bei  dem  eine  Verdünnungsreihe  mit  definierten  scFv‐
Konzentrationen eingesetzt wurde, konnte eine erste Abschätzung der Bindungseigenschaften 
der  gereinigten,  affinitätsgereiften  scFv‐Fragmente  angestellt  werden.  Die  Bindungs‐
eigenschaften  zeichnen  sich hauptsächlich durch die Affinität  zum Antigen, aber auch durch 
Aviditätseffekte der ggf. multimerisierten scFv‐Fragmente aus. Es konnte für alle ausgewählten 
mutagenisierten  Antikörperfragmente  eine  CRP‐spezifische  Bindung  nachgewiesen  werden 
(Abbildung  IV.14).  Dabei  wurde  bei  den  mutagenisierten  Antikörperfragmenten  DF39‐A4, 
DF39‐E1 und, DF40‐G11 die halbmaximale Absorption bei einer um den Faktor 2 – 3 geringeren 
scFv‐Konzentration  erreicht  als  bei  dem Ausgangs‐scFv‐Fragment  LA13‐IIE3. Dies  deutet  auf 






























Da  das  LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment  ein  lineares  Epitop  erkennt, wohingegen  der  TOB5‐D4‐scFv 




die  vorausgegangene  Behandlung  des  CRPs  keinen  Einfluss  auf  deren  Erkennung  hat 
(Abbildung IV.15). Das native CRP‐Pentamer zerfällt demnach bereits durch das Auftrennen im 
PAA‐Gel  unter  nicht  reduzierenden  Bedingungen  in Monomere.  Im Gegensatz  dazu  zeigten 
sämtliche TOB5‐D4‐Derivate nur unter nicht reduzierenden Bedingungen eine sehr schwache 




Jeweils  5 µg  CRP  wurden  auf  PAA‐Gele  unter  reduzierenden  (A)  bzw.  nicht  reduzierenden 
Bedingungen, d.h. kein Aufkochen nach Zugabe von  Laemmli‐Puffer ohne  β‐Mercaptoethanol, 
(B)  aufgetrennt  und  mittels  Western‐Blot  auf  eine  PVDF‐Membran  übertragen.  Nach  der 
Inkubation mit  jeweils 2 µg der einzelnen scFv‐Fragmente  für 1 h bei RT erfolgte der Nachweis 
mittels Maus‐α‐myc‐IgG  (9E10)  und  Ziege‐α‐Maus‐IgG (Fc‐spezifisch)‐AP‐Konjugat.  Als Marker 
diente der Precision Plus ProteinTM Dual Color Standard (Biorad, München). 
 
Bahn 1:  DF39‐A4  Bahn 09:   DF40‐G11  
Bahn 2:  DF39‐C2  Bahn 10:  LA13‐IIE3  
Bahn 3:  DF39‐E1  Bahn 11:  IsP8‐IC8 
Bahn 4:  DF39‐E11  Bahn 12:  IsP8‐IG8 
Bahn 5:  DF40‐B6  Bahn 13:  IsP8‐IC11 
Bahn 6:  DF40‐D6  Bahn 14:  IsP8‐IIE7 
Bahn 7:  DF40‐D11  Bahn 15:  TOB5‐D4 
Bahn 8:  DF40‐E7   
   















Um  die  Stabilität  der  gereinigten  scFv‐Fragmente  zu  untersuchen,  wurden  zwei 
unterschiedliche  ELISA‐Stabilitätstests  durchgeführt.  Zum  einen  wurde  ein  Langzeit‐
Stabilitätstest mit  einer  Inkubationszeit  von 0 – 14  Tagen bei 37 °C durchgeführt  (Abbildung 
IV.16 A), zum anderen ein Hitze‐Stabilitätstest mit einer  Inkubation von 30 min bei 45 – 70 °C 
(Abbildung  IV.16 B).  Dafür  wurden  Aliquots  (je  1 µg/mL)  der  zu  untersuchenden  scFv‐





Von  jedem  scFv‐Fragment wurden  Aliquots  (je  1 µg/mL)  in  PBS  erstellt  und wie  nachfolgend 
beschrieben behandelt. (A) Langzeit‐Stabilitätstest: Inkubation für 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 und 14 Tage 





Bei  dem  Langzeitstabilitätstest  zeigte  sich  bei  allen  scFv‐Fragmenten  eine  Reduzierung  der 
Aktivität  nach  den  ersten  24 h  bei  37 °C.  Bei  den mutagenisierten  scFv‐Fragmenten  ist  der 
Aktivitätsverlust  gleich  oder  höher  als  beim  Ausgangs‐scFv‐Fragment  selbst  (Abbildung 
IV.16 A). Danach  bleibt  die  Aktivität  im Wesentlichen  konstant  und  ändert  sich  nur  gering. 
Auch konnte keine signifikante Bindung an BSA (gestrichelte Linien) festgestellt werden. 
Bei  dem  Hitze‐Stabilitätstest  zeigten  zwei  der  LA13‐IIE3‐Derivate  sowie  das  Ausgangs‐scFv‐
Fragment einen deutlichen Aktivitätsverlust  (bis zu 40 %) ab einer Temperatur von 53 °C. Bei 
höheren Temperaturen nahm die Absorption aufgrund unspezifischer Bindung wieder zu. Die 
übrigen drei  scFv‐Fragmente  (DF39‐A4, DF39‐E11 und DF40‐G11)  zeichneten  sich durch eine 
konstante Aktivität über das gesamte Temperaturprofil aus  (Abbildung  IV.16 B). Lediglich bei 

















Inkubation bei 37 °C [d]
DF39-A4 DF39-E1 DF39-E11 DF40-B6 DF40-G11 LA13-IIE3



















Inkubation für 30 min bei T [°C]
DF39-A4 DF39-E1 DF39-E11 DF40-B6 DF40-G11 LA13-IIE3




Um  die  Tendenz  der  CRP‐spezifischen  scFv‐Fragmente  zur  Ausbildung  von  Diabodies  oder 
Aggregaten  zu  überprüfen,  wurden  diese  mittels  Größenausschlusschromatographie  (SEC) 
untersucht. 
Die scFv‐Fragmente DF39‐E1, DF39‐E11 und DF40‐B6 wiesen  im Vergleich zum LA13‐IIE3 eine 






































































































































IV.3.9 Bestimmung  der  Dissoziationskonstante  (KD)  CRP‐spezifischer  scFv‐Fragmente 
mittels Oberflächenplasmonresonanz (SPR) 
Die Affinitäten der generierten CRP‐spezifischen  scFv‐Fragmente  zu CRP wurden mittels SPR 
mit  Hilfe  eines  BIAcore2000‐Systems  bestimmt.  Dafür  wurden  von  den  scFv‐Fragmenten 
Verdünnungen  mit  definierten  Konzentrationen  (0 nM;  6,25 nM;  12,5 nM;  25 nM;  50 nM; 
100 nM)  erstellt  und  die  Dissoziationskonstante  (KD)  bestimmt.  Nachfolgend  sind  die 
Sensogramme der verschiedenen scFv‐Fragments dargestellt (Abbildung IV.18). 
 
Abbildung IV.18:  Affinitätsbestimmung mutagenisierter  scFv‐Fragmente mittels  Oberflächenplasmonresonanz 
(SPR). 
Dargestellt  sind  die  Sensogramme  der  kinetischen  Messungen  von  CRP‐spezifischen  scFv‐
Fragmenten  unterschiedlicher  Konzentrationen  (0 nM  (█);  6,25 nM  (█);  12,5 nM  (█);  25 nM 
(█); 50 nM (█); 100 nM (█)). Alle Messungen erfolgten auf CM5‐Chips mit einer Flussrate von 
25 μL/min. Zur Regeneration der Messzelle wurden 25 mM HCl (pH 1,6) eingesetzt. Anhand der 
































































































































Dissoziation  im Vergleich  zum Ausgangs‐scFv‐Fragment  LA13‐IIE3, was  sich  auch  in den  z. T. 
deutlich geringeren KD‐Werten (bis zu Faktor 10) widerspiegelt (Tabelle IV.8). 
Tabelle IV.8:  Bestimmung der Affinität der scFv‐Fragmente zu CRP. 
Bindungsparameter  der  untersuchten  scFv‐Fragmente.  Geschwindigkeitskonstante  der 
Assoziation  (ka)  bzw.  Dissoziation  (kd),  Rmax = maximale  Response,  Assoziationskonstante 
KA = ka × kd‐1  und  Dissoziationskonstante  KD = KA‐1,  sowie  der  Fehler  nach  Chi2  und  das  KD‐
Verhältnis von Wildtyp zur Mutante. 
Antikörperfragment  ka [M‐1s‐1]  kd [s‐1]  Rmax [RU] KA [M‐1]  KD [M]  χ2  ௄ವ	ሺௐ௜௟ௗ௧௬௣ሻ௄ವ	ሺெ௨௧௔௡௧௘ሻ  
LA13‐IIE3  5,95×105  14,4×10‐3  142  4,14×107  2,42×10‐8  3,3  1,0 
DF39‐A4  7,96×105  3,45×10‐3  135  2,31×108  4,33×10‐9  5,9  5,6 
DF39‐E1  7,32×105  1,94×10‐3  216  3,77×108  2,65×10‐9  7,8  9,1 
DF39‐E11  6,19×105  3,36×10‐3  116  1,84×108  5,43×10‐9  3,1  4,5 
DF40‐B6  2,89×105  10,1×10‐3  966  2,87×108  3,48×10‐8  1,1  0,7 
DF40‐G11  6,39×105  2,84×10‐3  137  2,25×108  4,44×10‐9  4,8  5,5 
 
IV.3.10 Konvertierung  mutagenisierter  scFv‐Fragmente  in  bivalente  humane 
Antikörperfragmente 
IV.3.10.1 Produktion und Reinigung von scFv‐hIgG1Fc‐Antikörpern 
Um  Antikörperfragmente  mit  erhöhter  Stabilität  und  gesteigerter  apparenten  Affinität  zu 
testen,  wurden  bivalente  scFv‐hIgG1Fc‐Fusionen  erzeugt  und  in  einem  eukaryotischen 
Expressionssystem  produziert.  Hierfür  wurden  die  entsprechenden  scFv‐Gene  in  die 
eukaryotischen  Expressionsvektoren  pCMX2.5‐hIgG1‐Fc‐XP  subkloniert,  die  Vektoren  in 
eukaryotische HEK293‐6E‐Zellen  (Durocher  et al., 2002) mittels Pei‐Transfektion eingebracht 
und die entsprechenden neuen scFv‐Fc‐Fusionen in einer Suspensionskultur produziert. Die in 
den  Kulturüberständen  befindlichen  Fusionsproteine  wurden  anschließend 
affinitätschromatographisch mittels  Protein A  und  dem  Profinia  Protein  Purification  System 
(BioRad, München) gereinigt und die Proteinkonzentrationen bestimmt (Tabelle IV.9). 
Tabelle IV.9.:  Proteinkonzentrationen gereinigter scFv‐hIgG1Fc‐Antikörper. 


















Dabei  zeigten  durchweg  alle  scFv‐Fc‐Antikörper  gegenüber  den  jeweiligen  scFv‐Fragmenten 
eine verbesserte Bindung an CRP (Abbildung IV.19). Die halbmaximalen Absorptionen wurden 
schon bei  geringeren  Konzentrationen des Antikörperfragments  (Faktor 5 – 10)  erreicht  (vgl. 
Abbildung  IV.14).  Bis  auf  eine  Ausnahme  (DF40‐G11)  waren  die  z. T.  deutlichen 
Affinitätsunterschiede  zwischen  den mutagenisierten  scFv‐Fragmenten  und  dem  Ausgangs‐
scFv‐Fragment  bei  den  scFv‐Fc‐Antikörpern  nicht mehr  erkennbar.  Die  Derivate  zeigten  im 




Die  Kavitäten  einer  MTP  wurden  mit  jeweils  100 ng  Antigen  (CRP,  BSA)  beschichtet.  Nach 
Reinigung und Quantifizierung der  scFv‐Fc‐Antikörper wurden Verdünnungsreihen erstellt und 
die  entsprechenden  Lösungen  auf  dem  Antigen  inkubiert.  Die  Absorptionen,  die  bei  der 






























scFv‐Fragmente  mittels  SEC  untersucht.  Dabei  lagen  alle  untersuchten  scFv‐hIgG1Fc‐
Fusionsproteine  als  bivalente  Monomere  vor  (Abbildung  IV.20).  Die  bei  den 
korrespondierenden  scFv‐Fragmenten  beobachtete  unterschiedlich  starke  Tendenz  zur 




Von den  gereinigten  scFv‐hIgG1Fc‐Fusionen wurden150 µg  auf eine  Superdex200‐10/300‐GL‐
Säule geladen und bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,5 mL/min (PBS) aufgetrennt. Dargestellt 


























































































































Die  Affinitäten  der  CRP‐spezifischen  scFv‐hIgG1‐Fc‐Antikörper wurden mittels  SPR mit  Hilfe 






(0 nM  (█);  6,25 nM  (█);  12,5 nM  (█);  25 nM  (█);  50 nM  (█);  100 nM  (█)). Die Messungen 
erfolgten  auf  CM5‐Chips mit  einer  Flussrate  von  25 μL/min.  Zur  Regeneration  der Messzelle 
wurden 25 mM HCl  (pH 1,6) eingesetzt. Anhand der  theoretischen Kurvenverläufe des mathe‐
matischen  drifting  baseline  fittings  (nicht  gezeigt)  wurde  die  Dissoziationskonstante  KD 
bestimmt. 
Die  scFv‐hIgG1‐Fc‐Antikörper  der  LA13‐IIE3‐Derivate  zeigten  alle  eine  erhöhte  Affinität  im 




Bindungsparameter  der  untersuchten  scFv‐hIgG1Fc‐Fusionen.  Geschwindigkeitskonstante  der 
Assoziation  (ka)  bzw.  Dissoziation  (kd).  Rmax = maximale  Response,  Dissoziationskonstante  KD, 
Fehler nach Chi2 und das KD‐Verhältnis von Wildtyp zur Mutante. 
*Dissoziationskonstante KD = kd ka‐1, wurde manuell bestimmt. 
Antikörperfragment  ka [M‐1s ‐1]  kd [s‐1]  Rmax [RU] KD [M]*  χ2  ௄ವ	ሺௐ௜௟ௗ௧௬௣ሻ௄ವ	ሺெ௨௧௔௡௧௘ሻ  
LA13‐IIE3‐Fc  4,12×105  1,58×10‐3 341 3,83×10‐9 8,1 1,0 
DF39‐A4‐Fc  4,92×105  4,64×10‐4 491 9,43×10‐10 18,2 4,1 
DF39‐E1‐Fc  4,66×105  6,97×10‐4 699 1,50×10‐9 50,9 2,6 
DF39‐E11‐Fc  4,82×105  4,03×10‐4 484 8,36×10‐10 14,6 4,6 
DF40‐B6‐Fc  2,58×105  4,50×10‐4 211 1,74×10‐9 38,4 2,2 




































































































































IV.4 OPTIMIERUNG  DER  BINDUNG  VON  ANTIKÖRPERFRAGMENTEN  AN 
GOLDOBERFLÄCHEN 
Die  Modifikation  von  CRP‐spezifischen  Antikörperfragmenten  sollte  eine  gerichtete 
Immobilisierung  auf  einem Gold‐Chip  ermöglichen. Hierfür wurden  verschiedene  SNAP‐Tag‐
Fusionsproteine angefertigt, die ein auf der Chip‐Oberfläche  gekoppeltes  Substrat  spezifisch 
erkennen  und  kovalent  binden  können.  Durch  die  gerichtete  Kopplung  der 
Antikörperfragmente sollten Effizienz und Spezifität der CRP‐Messung weiter erhöht werden. 
Hierfür  wurden  die  nach  Auswertung  aller  bisherigen  Versuche  zwei  aussichtsreichsten 
Kandidaten DF39‐E1 und DF40‐G11 sowie das Ausgangs‐scFv‐Fragment LA13‐IIE3 untersucht. 
IV.4.1 Produktion von scFv‐SNAP‐Fusionsproteinen 
Die  in  einer  Expressionsanalyse  (Zegenhagen,  2011)  ermittelten  optimalen 
Produktionsbedingungen  (Medium,  Temperatur,  Induktorkonzentration  und  Produktions‐
dauer)  dienten  als  Grundlage  für  die  Produktion  der  scFv‐SNAP‐Fusionsproteine  im  LEX®‐
Bioreaktor. Die aus dem Periplasma  (PE und OS)  isolierten Fusionsproteine wurden vereinigt 
und anschließend mittels Affinitätschromatographie  (IMAC) gereinigt. Dabei wurden  in allen 





Periplasma  (PE  und  OS)  isoliert  (A).  Anschließend wurden  die  Fusionsproteine  (Pfeil) mittels 
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Die Kavitäten  einer MTP wurden mit  jeweils  100 ng Antigen beschichtet. Nach Reinigung der 
scFv‐SNAP‐Fusionen wurden Verdünnungsreihen erstellt und auf CRP  (durchgezogenen  Linien) 














Bahn 1:  50 µM SNAP‐Substrat, 30 min  Bahn 3:  50 µM SNAP‐Substrat, 60 min 
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IV.4.3 CRP‐Messung  mittels  SNAP‐gekoppelter  scFv‐Fragmente  im  BIAcore2000TM‐
System 
Nachdem  sowohl  die  spezifische  CRP‐Erkennung  als  auch  die  Aktivität  des  SNAP‐Tags 
nachgewiesen  werden  konnten,  wurde  die  Detektion  von  CRP  mittels  SPR‐Messungen 
untersucht. Dafür wurden LA13‐IIE3‐SNAP‐Fusionsproteine an die Goldoberfläche eines CM5‐
Chips  gekoppelt  und  so  die  Konzentration  unterschiedlicher  CRP‐  bzw.  BSA‐Lösungen 
vermessen. 
Es konnte ein CRP‐spezifisches Messsignal in Abhängigkeit der eingesetzten CRP‐Konzentration 
ermittelt werden. Das gebundene CRP wurde  jedoch bei Regeneration mit  Laufpuffer  sofort 
entfernt.  Im  Gegensatz  dazu  konnte  die  Bindung  von  Hitze‐denaturiertem  CRP  auch  durch 




LA13‐IIE3‐SNAP‐Fusionsproteine  wurden  über  den  SNAP‐Tag  mittels  SNAP‐CBG‐NH2  an  die 
Goldoberfläche  eines  BIAcore2000TM‐CM5‐Chips  gekoppelt.  Die  Messung  von  jeweils  50 µL 
verschiedener  CRP‐  und  BSA‐Lösungen  erfolgte  mit  einer  Flussrate  von  30 µL/min. 
RU = Response Units, denat. = mittels Aufkochen denatuiert. 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Bindungsfähigkeit von nativem CRP verschiedener CRP‐
spezifischer  scFv‐Fragmente  in  einem  Sandwich‐ELISA  untersucht.  Hierfür  wurden  die 
entsprechenden  scFv‐Fragmente  an  eine MTP  immobilisiert und mit  nativem CRP  inkubiert. 
Gebundenes CRP wurde anschließend mit Hilfe des monoklonalen Maus‐α‐CRP‐IgG (4C28, C6; 
Diasys)  nachgewiesen. Dabei  konnte  für  die  scFv‐Fragmente  IsP26‐G1  und  LA13‐IIE3,  sowie 
dessen  Derivate  DF39‐E1  und  DF40‐G11  keine  Bindung  von  frei  in  Lösung  befindlichem 
nativem  CRP,  jedoch  eine  sehr  gute  Bindung  des  immobilisierten  Antigens  nachgewiesen 
























█ 0,25 mg mL-1 CRP 
█ 0,50 mg mL-1 CRP 
█ 0,75 mg mL-1 CRP 
█ 1,00 mg mL-1 CRP
█ 0,25 mg mL-1 CRP (denat.) 








































IV.5 CHARAKTERISIERUNG  UND  EVALUIERUNG  DES  QUARZKRISTALLMIKROWAAGEN‐
SENSORS MIT HILFE VERSCHIEDENER ANTIKÖRPERFRAGMENTE 
In  dieser  Arbeit  wurden  eine  Vielzahl  verschiedener  Antikörperfragmente  und  ‐formate 
biochemisch  charakterisiert  und  miteinander  verglichen.  Abschließend  sollte  eine 
Charakterisierung  und  Evaluierung  des  im  Rahmen  des  Sonderforschungsbereichs  (SFB)  578 
„Vom  Gen  zum  Produkt“  entwickelten  QCM‐Sensors  erfolgen.  Hierfür  wurden  mit  Hilfe 
verschiedener Antikörperfragmente QCM‐Messungen durchgeführt. 
IV.5.1 Messung von CRP aus einer Lösung mit einem Quarzkristallmikrowaagen‐Sensor 
Für  die  CRP‐Detektion  wurden  zunächst  die  Antikörperfragmente  LA13‐IIE3  und  der  nach 
Evaluierung  aller  bisherigen  Analysen  beste  Kandidat  DF39‐E1  aufgrund  seiner  erhöhten 
Affinität und Stabilität verwendet. 
An  den  Glutardialdehyd‐SAM  (self assembling monolayer)  wurden  zunächst  die  scFv‐
Fragmente  gekoppelt, was  zu  einem  Abfall  der  Frequenz  von  ca.  600 Hz  führte.  Durch  die 
Sättigung unspezifischer Bindungen mit Casein wurden eine weitere Frequenzabnahmen von 
30 Hz  (LA13‐IIE3) bzw. 130 Hz  (DF39‐E1) beobachtet. Die Vermessung unterschiedlicher CRP‐
Konzentrationen  (250 g/mL,  500 g/mL,  750 g/mL  und  1,0 mg/mL)  resultierte  in 
Frequenzabnahmen von 45 – 338 Hz (LA13‐IIE3) bzw. 37 – 329 Hz (DF39‐E1). Die Abnahme der 
Frequenz  war  dabei  proportional  zur  CRP‐Konzentration.  Nach  der  Untersuchung 
unspezifischer  Bindung  durch  Injektion  einer  BSA‐Lösung  (1 mg/mL),  die  zu  keiner 






Gezeigt  sind mehrfache Messungen der Bindung  von CRP  an einen QCM‐Sensor,  an dem das 
CRP‐spezifische  LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment  gekoppelt  wurde.  Es  erfolgten  nacheinander  15 
Regenerationszyklen  (14×CRP,  1×Negativkontrolle).  Nach  Massenzunahmen  bedingt  durch 
Anlagerung  der  CRP‐spezifischen  scFv‐Fragmente  (ca.  10 min),  durch  Casein‐Absättigung 




Gezeigt  sind mehrfache Messungen der Bindung  von CRP  an einen QCM‐Sensor,  an dem das 
CRP‐spezifische  DF39‐E1‐scFv‐Fragment  gekoppelt  wurde.  Es  erfolgten  nacheinander  acht 
Regenerationszyklen  (7×CRP,  1×Negativkontrolle,).  Nach  Massenzunahmen  bedingt  durch 
Anlagerung  der  CRP‐spezifischen  DF39‐E1‐Fragmente  (ca.  10 min),  durch  Casein‐Absättigung 

























































Detektion  von  CRP  unterschiedlicher  Konzentrationen  in  wiederholten  Zyklen  mit  dem 
mikrofluidischem System unter Verwendung beider scFv‐Fragmente generell möglich war.  Im 
Gegensatz  dazu  konnten  die  korrespondierenden  scFv‐hIgG1Fc‐Antikörper  zwar  an  den 
Sensor‐Chip  gekoppelt werden,  jedoch wurde  keine Bindung  an CRP nachgewiesen, obwohl 
diese  im  ELISA  gebunden  haben  (Daten  nicht  gezeigt).  Dabei  wurden  die Messungen  bei 
geringen  CRP‐Konzentrationen  vor  allem  beim  DF39‐E1‐scFv‐Fragment  jedoch  zunehmend 
„ungenauer“,  so dass die  ermittelten  Frequenzunterschiede  (Δf)  einer höheren  Schwankung 
unterlagen. 
Durch  die  Auftragung  der  Mittelwerte  der  gemessenen  Frequenzänderungen  gegen  die 
jeweilige  CRP‐Konzentration  wurde  für  beide  verwendeten  scFv‐Fragmente  ein  linearer 
Zusammenhang zwischen gemessener Frequenzänderung und eingesetzter CRP‐Konzentration 




Die  Mittelwerte  der  gemessenen  Frequenzänderungen  wurden  berechnet  und  gegen  die 
jeweilige  CRP‐Konzentration  aufgetragen.  Dargestellt  sind  außerdem  die  jeweiligen 
Standardabweichungen  und  die  entsprechenden  Regressionsgeraden  mit  zugehörigem 
Regressionskoeffizienten R2. 
Die Normierung der einzelnen Messungen und Extrapolarisation führte unter Berücksichtigung 
des  2,5fachen Wertes  der  systembedingten  Baseline drifts  von  10 Hz  zur  Abschätzung  der 
Anzahl  der  möglichen  CRP‐Messungen  (Abbildung  IV.30).  Dabei  wurde  für  beide  scFv‐

























einzelne  Wiederholung  aufgetragen.  Hierdurch  konnte  eine  Abhängigkeit  der  gemessenen 
Δf‐Werte  von  der  Anzahl  der  Wiederholungen  gezeigt  werden.  Durch  Extrapolation  der 
Trendlinien ist eine Abschätzung der möglichen Messzyklen möglich. 
In  einem weiteren  Schritt wurden  die  in  dieser Arbeit  neu  identifizierten  Binder  IsP26‐F11, 
IsP26‐G1 und IsP28‐H1 untersucht, da sie aufgrund ihrer Eigenschaften (erhöhte Affinität bzw. 
Erkennen  konformationeller  Epitope)  besonders  für  einen  Einsatz  auf  dem  QCM‐Sensor 




aussichtsreichste  Kandidat  IP8‐IIE7‐scFv  (Popp,  2011)  aus  der  Antikörpergenbibliothek  „B“ 
untersucht. Sowohl für die beiden scFv‐Fragmente TOB5‐D4 (Abbildung IV.31 A1) und IsP8‐IIE7 
(Daten nicht gezeigt), als auch für den TOB5‐D4‐scFv‐Fc‐Antikörper (Abbildung IV.31 A2) wurde 
eine  konzentrationsabhängige,  CRP‐spezifische  Bindung  gezeigt.  Die  CRP‐Konzentrationen 
waren dabei um den Faktor 10 geringer (25 g/mL) als bei der Verwendung des LA13‐IIE3‐scFv‐
Fragments und dessen Derivat DF39‐E1  (250 g/mL). Bei der Auftragung derMittelwerte der 
gemessenen  Frequenzänderungen  gegen  die  jeweilige  CRP‐Konzentration  wurde  für  alle 
verwendeten  Antikörperfragmente  ein  linearer  Zusammenhang  zwischen  gemessener 
Frequenzänderung  und  eingesetzter  CRP‐Konzentration  nachgewiesen.  Bei  Verwendung  des 






















Abbildung IV.31:  Spezifische  QCM‐Messungen  von  CRP  und  Analyse  mit  Hilfe  verschiedener  TOB5‐D4‐
Antikörperfragmente. 
(A) QCM‐Messung von CRP: mehrfache Messungen der spezifischen Bindung von CRP an einen 
QCM‐Sensor  nach  Kopplung  des  TOB5‐D4‐scFv‐Fragments  (A1)  bzw.  des  TOB5‐D4‐scFv‐Fc‐
Antikörpers  (A2). Es erfolgten nacheinander 15 bzw. 16 Regenerationszyklen  (14 bzw. 15×CRP, 
1×Negativkontrolle).  Nach  Massenzunahmen  durch  Anlagerung  der  CRP‐spezifischen 
Antikörperfragmente, durch Casein‐Sättigung bzw. durch CRP‐Detektion  (schwarze Pfeile) kam 
es  zu  keiner  unspezifischen  Wechselwirkung  mit  BSA  (graue  Pfeile).  (B)  Korrelation  der 
Frequenzänderungen (Δf) mit den zu bestimmenden CRP‐Konzentrationen: Die Mittelwerte der 
gemessenen Frequenzänderungen wurden gegen die  jeweilige CRP‐Konzentration aufgetragen. 
Dargestellt  sind  außerdem  die  jeweiligen  Standardabweichungen  und  die  entsprechenden 
Regressionsgeraden mit zugehörigem Regressionskoeffizienten R2. 
Nach  diesen  ersten  QCM‐Messungen  wurde  das  TOB5‐D4‐scFv‐Fragment  aufgrund  seiner 
hohen Sensitivität, Regenerierbarkeit und Stabilität zur weiteren Charakterisierung des QCM‐
Systems gewählt. Mit einem mit diesem Antikörperfragment gekoppelter QCM‐Chip konnten 
über  14  Tage  verteilt  insgesamt  mehr  als  100  CRP‐spezifische  Messungen  durchgeführt 
werden.  Die  letzten  40 Messzyklen mit  unterschiedlichen  CRP‐Konzentrationen  von  50  bis 
1000 µg/mL  erfolgten  am  14.  Tag  nach  der  Kopplung  des  scFv‐Fragments  an  die 
Chipoberfläche (Abbildung  IV.32 A). Die gemessenen Frequenzunterschiede Δf dividiert durch 
die CRP‐Konzentration wurden gegen die zugehörige Messung aufgetragen. Dieses Verhältnis 
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Reproduzierbarkeit  dieser  QCM‐Messungen  widerspiegelt  (Abbildung  IV.32 B).  Eine 
Normalisierung wurde durchgeführt, um die  absoluten  Frequenzunterschiede der  jeweiligen 
gemessenen CRP‐Konzentration, die aufgrund der Messung an verschiedenen Tagen teilweise 
voneinander  abweichten,  auszugleichen.  Mit  Hilfe  dieser  Metaanalyse  wurde  für  alle 





(A)  QCM‐Messung  von  CRP: mehrfache Messungen  der  spezifischen  Bindung  von  CRP  (50 –
 1000 µg/mL)  an  einen  QCM‐Sensor  nach  Kopplung  des  TOB5‐D4‐scFv‐Fragments  und  ca.  60 
Einzelmessungen.  Es  erfolgten  nacheinander  41  Regenerationszyklen  (40×CRP,  1×Negativ‐
kontrolle). Nach Massenzunahmen  bedingt  durch  CRP‐Detektion  (schwarze  Pfeile)  kam  es  zu 
keiner  unspezifischen  Wechselwirkung  mit  BSA  (grauer  Pfeil).  (B)  Nachweis  der 
Reproduzierbarkeit  der  QCM‐Messungen:  die  gemessenen  Frequenzunterschiede  Δf  dividiert 
durch die jeweilig vermessene CRP Konzentration (█ 50 µg/mL,  75 µg/mL, 	100 µg/mL und 
	175 µg/mL)  sind  gegen  den  zugehörigen  Messzyklus  aufgetragen.  (C)  Metaanalyse:  die 
normierten Werte der jeweiligen Frequenzunterschiede der 100 Einzelmessungen wurden gegen 
die zugehörige CRP‐Konzentration aufgetragen (graue Punkte). Dargestellt sind zudem die ΔfRel‐






































































mit  CRP  gespiktem  Fetalem  Kälberserum  (FCS)  durchgeführt. Hierfür wurde  der  bereits mit 
dem TOB5‐D4‐scFv gekoppelte QCM‐Chip eingesetzt und als Laufpuffer verschiedene FCS‐PBS‐
Lösungen  verwendet.  Jedoch  konnte  bereits  bei  einer  10%igen  FCS‐Lösung  kein  CRP‐
spezifisches Signal detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 
Zusätzlich  wurde  überprüft,  ob  verschiedene  kommerziell  erhältliche  CRP‐spezifische  IgG‐
Moleküle an den Chip gekoppelt und zur CRP‐Detektion verwendet werden können. Allerdings 
konnte  von  den  beiden  verwendeten  α‐CRP‐IgGs  der  Antikörper  4C28‐C6‐IgG2a  gar  nicht 
immobilisiert  werden,  wohingegen  der  4C28‐CRP36‐IgG2a  zwar  gekoppelt  werden  konnte, 
aber kein Nachweis von CRP möglich war (Daten nicht gezeigt). 
Um  zu  überprüfen,  ob  generell  keine  vollständigen  IgG‐Moleküle  auf  dem  in  dieser  Arbeit 
verwendeten QCM‐Sensor eingesetzt werden können, wurde ein BSA‐spezifischer Antikörper 
(HSA‐11‐IgG2a) gekoppelt und anschließend entsprechende Messungen durchgeführt  (Daten 












D1.3‐scFv‐Fragment  verwendet.  Die  Vorbereitung  der  Sensorchips  (Ausbildung  des  SAM, 
Kopplung  der  Antikörperfragmente  sowie  Abblocken  unspezifischer  Bindungsstellen  mit 
Casein) erfolgte analog zu den CRP‐Sensorchips. 
Zweiundvierzig  Messungen  unterschiedlicher  Lysozym‐Konzentrationen  (0,1 – 10,0 mg/mL) 
verteilt über einen Zeitraum von 18 Tagen resultierten in Frequenzabnahmen von 46 – 890 Hz. 
Die  Abnahme  der  Frequenz  war  dabei  proportional  zur  Lysozym‐Konzentration  (Abbildung 
IV.33 A). Die  Injektion der BSA‐Lösung zum Nachweis einer unspezifischen Bindung  führte zu 
keiner  detektierbaren  Frequenzänderung  (Daten  nicht  gezeigt).  Es  wurde  ein  linearer 




Abbildung IV.33:  Spezifische  QCM‐Messungen  von  Lysozym  und  Analysen  mit  Hilfe  des  α‐Lysozym  scFv‐
Fragments D1.3. 
(A)  QCM‐Messung  von  Lysozym:  wiederholende  Messungen  der  spezifischen  Bindung  von 
Lysozym (0,1 – 10,0 mg/mL) an einen QCM‐Sensor nach Kopplung des D1.3‐scFv‐Fragments und 
Abblocken  unspezifischer  Bindungen  mittels  Casein.  Es  erfolgten  nacheinander 
15 Regenerationszyklen.  Nach  Massenzunahmen  bedingt  durch  Anlagerung  der  Lysozym‐
spezifischen  scFv‐Fragmente  (ca.  35 min),  durch  Casein‐Absättigung  (55 min)  bzw.  durch 
Lysozym‐Detektion  (schwarze  Pfeile;  60 min  bis  350 min)  kam  es  bei  späteren Messungen  zu 
keiner  unspezifischen  Wechselwirkung  mit  BSA  (Daten  nicht  gezeigt).  (B)  Korrelation  der 
Frequenzänderungen (Δf) mit den zu bestimmenden Lysozym‐Konzentrationen: die Mittelwerte 
der mehrfachen Messungen  der  Frequenzänderungen  wurden  gegen  die  jeweilige  Lysozym‐
Konzentration aufgetragen. 
Die Detektion  von  Lysozym  in  PBS  als  Laufpuffer wurde  erfolgreich  über mehrere Wochen 
nachgewiesen. Als  nächstes wurde  überprüft,  ob mit  demselben  Lysozym‐QCM‐Sensor‐Chip 








































das  System  an  die  neuen  Pufferbedingungen  adaptierte,  erfolgten  die  Messungen 
unterschiedlicher Lysozym‐Konzentrationen. Dabei war zu beobachten, dass die gemessenen 
absoluten  Frequenzänderungen  (108 – 1800 Hz)  deutlich  über  denen  der Messungen  in  PBS 
(46 – 890 Hz)  lagen. Abschließend  konnte  nach Umstellung  auf  PBS  als  Laufpuffer weiterhin 
Lysozym unterschiedlicher Konzentrationen detektiert werden (Abbildung IV.34). 
 
Abbildung IV.34:  Spezifsche  QCM‐Messung  von  Lysozym  aus  Fetalem  Kälberserum  (FCS)  mit  Hilfe  des 
α‐Lysozym scFv‐Fragments D1.3. 
Wiederholende QCM‐Messungen  der  spezifischen  Bindung  von  Lysozym  (1,0 – 5,0 mg/mL)  in 
Fetalem Kälberserum (FCS) an einen QCM‐Sensor nach Kopplung des D1.3‐scFv‐Fragments und 
ca. 40 Einzelmessungen. Es erfolgten nacheinander 12 Regenerationszyklen (3× in PBS und 9× in 
unterschiedlichen  FCS‐Lösungen).  Nach  Massenzunahmen  bedingt  durch  Lysozym‐Detektion 
(schwarze Pfeile), wurde der volumetrische Anteil an FCS im Laufpuffer sukzessive erhöht (graue 
Pfeile).  Abschließend  konnte  nach  Umstellung  auf  PBS  als  Laufpuffer  weiterhin  Lysozym 
unterschiedlicher Konzentrationen (in PBS) detektiert werden. 
Somit konnte mit diesem QCM‐System zum ersten Mal eine spezifische Antigen‐Detektion aus einem 
Protein‐Gemisch  erfolgen,  was  essentielle  Voraussetzung  für  die  spätere  Anwendung  in  einem 
Lab‐on‐a‐Chip‐System ist. 
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CRP  DF39‐E1‐scFv  +  7 / 10† 0,25 – 1,0  10 37 – 329  n.d.
  DF39‐E1‐Fc  +  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
  DF40‐G11‐scFv  +  5  0,5 – 1,0 <5 36 – 164  n.d.
  IsP8‐IIE7‐scFv  +  13  0,025 – 1,0 <5 15 – 191  2
  IsP26‐F11‐scFv  ‐  ‐  ‐ 10 ‐  ‐
  IsP26‐G1‐scFv  ‐  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
  IsP29‐H1‐scFv  ‐  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
  LA13‐IIE3‐scFv  +  14 / 50† 0,25 – 1,0 10 45 – 558  2
  LA13‐IIE3‐Fc  +  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
  TOB5‐D4‐scFv  +  20  0,05 – 1,0 5 90 – 350  mind. 3
  TOB5‐D4‐scFv  +  >100  0,025 – 1,0 <5 23 – 253  >14
  TOB5‐D4‐Fc  +  14‡  0,1 – 1,0 <5 23 – 134  2‡
  4C28‐C6‐IgG2a  ‐  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
  4C28‐CRP36‐IgG2a  +  ‐  ‐ 5 ‐  ‐
Lysozym  D1.3‐scFv  +  >42  0,5 – 10 5 – 10 46 – 889  >18
Lysozym*  D1.3‐scFv  +  >9  1,0 – >5,0 5 – 10 107 – 1800  n.d.





In  der medizinischen  Diagnostik  steigt  die  Nachfrage  nach mikrofluidischen  Lab‐on‐a‐Chip‐
Systemen,  die  eine  einfache,  kostengünstige  und  zeitsparende  Point‐of‐care‐Diagnostik 
ermöglichen, zunehmend. Besonders  in Entwicklungsländern,  in denen es an  für die schnelle 
Diagnostik essentiellen Voraussetzungen wie Chemikalien,  Laboren mit  geschultem Personal 






des  Normalwertes,  ansteigen  (Husebekk  &  Hansson,  2000;  Kushner,  2001).  Ferner  ist  eine 
regelmäßige Überwachung des CRP‐Werts auch bei Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen von Vorteil, 
da  diese  mit  einer  leicht  erhöhtem  CRP‐Konzentration  einhergehen  (Koenig  et  al.,  1999). 





Aus  diesem  Grunde wurde  innerhalb  des  Sonderforschungsbereiches  578  „Integration  gen‐ 
und verfahrenstechnischer Methoden zur Entwicklung biotechnologischer Prozesse: Vom Gen 
zum Produkt“ ein mikrofluidisches Lab‐on‐a‐Chip‐System zur spezifischen Diagnostik von CRP 




werden  die  angereicherten  CRP‐Moleküle  eluiert  und  anschließend  in  einer Detektionszelle 
nachgewiesen.  Der  Nachweis  erfolgt  mit  Hilfe  einer  Quarzmikrowaage  (QCM),  die  als 
Immunsensor  dient  (Ward  &  Buttry,  1990;  Kurosawa  et  al.,  2003b).  In  den  letzten  Jahren 
wurden  zahlreiche QCM‐basierte  CRP‐Assays  entwickelt  (Kurosawa  et  al.,  2004;  Park  et  al., 
2004),  bei  denen  z. B.  eine  Amplifikation  des  Signals  durch  Kopplung  des  Analyten  CRP  an 
Latexbeads  (latex  piezoelectric  immunoassay,  LPIA)  erzielt  wurde  (Kurosawa  et  al.,  2000; 
Kurosawa  et  al.,  2003b).  Kommen  die  mit  CRP‐spezifischen  Antikörpern  beschichteten 




die  CRP‐Diagnostik  erfolgten  die  Tests  nicht  in  einem  Fließsystem.  Hier  wurden  die  QCM 
hingegen nach jedem Schritt getrocknet (Aizawa et al., 2006). Dieses System eignet sich somit 
nicht für den Einsatz bei einer Point‐of‐care‐Diagnostik. 
Die  Kopplung  der  Antikörperfragmente  an  die  Goldoberfläche  der  QCM  bei  dem  hier 




resultiert  die  Massenänderung  durch  Bindung  von  CRP  an  den  immobilisierten 
Nachweisantikörper  in  einer messbaren  Frequenzverschiebung  des  Quarzsensors. Mit  Hilfe 
einer  Kalibrierung wird  somit  eine  Konzentrationsbestimmung  ermöglicht  (Kurosawa  et  al., 
2003b).  Das  beschriebene  Lab‐on‐a‐chip‐System  sollte  im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit 
hinsichtlich  der  Regenerierbarkeit,  Spezifität  und  Sensibilität weiterentwickelt  und  getestet 
werden. 








ggf.  denaturiert  vorliegende  CRP  unter  den  physikochemischen  Eigenschaften  des 




angewandt,  um  Antikörperfragmente  mit  unterschiedlichen  proteinbiochemischen 
Eigenschaften  zu  generieren.  Zum  einen  wurden  bereits  vorhandene  CRP‐spezifische  scFv‐
Fragmente  (Al‐Halabi, 2008)  zur Steigerung der Produktionsrate und der Stabilität  in andere 
Formate  überführt.  Zum  anderen  wurden  diese  Fragmente  mutagenisiert,  um 
Antikörperfragmente mit veränderten Eigenschaften zu erzeugen. Zudem sollten mit Hilfe der 
Phagen‐Display‐Methode  weitere  Selektionen  unter  veränderten  Bedingungen  erfolgen.  So 
sollten  die  Eigenschaften  der  isolierten  Antikörperfragmente  gezielt  beeinflusst  werden, 
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sodass  sie  den  Anforderungen  für  einen  Einsatz  im  beschrieben  Lab‐on‐a‐Chip‐System 
entsprechen.  In  einem  weiteren  Schritt  wurde  die  Bindung  der  Antikörperfragmente  an 
Goldoberflächen weiter optimiert. 
V.1 FUSION VON SCFV‐ANTIKÖRPERFRAGMENTEN AN CΚ/CΛ 
Durch  die  vielversprechenden  Anwendungsmöglichkeiten  von  scFv‐Fragmenten  haben  sich 
diese  zu  einem  interessanten  Forschungsobjekt  und  zu  den  am  meisten  verwendeten 
Antikörperfragmenten  entwickelt  (Blazek  &  Celer,  2003).  Da  die  Produktion  von  scFv‐








et  al.,  2006)  und  in  Insektenzellen  (Reavy  et  al.,  2000)  erheblich  gesteigert  werden. 
Möglicherweise wird  durch  die  Fusion  an  Ck/λ  die wachsende  Polypeptidkette während  der 
Synthese  stabilisiert, die  Faltung verbessert oder das Fusionsprotein besser vor Degradation 




gegenüber  den  korrespondierenden  scFv‐Fragmenten  mittels  SDS‐PAGE  nachgewiesen.  Da 
allerdings nur die Gesamtproteinfraktion untersucht wurde, konnte nicht eindeutig zugeordnet 
werden,  ob  sich  die  scAb  im  Cytoplasma  oder  im  Periplasma  befanden.  Somit  besteht  die 
Möglichkeit,  dass  zwar  eine  größere  Proteinmenge  produziert wurde,  die  gebildeten  scAb‐
Fragmente jedoch als nicht verwertbare inclusion bodies vorlagen (Hartley & Kane, 1988). Die 
anschließende Überprüfung der Aktivität gereinigter Antikörperfragmente mittels ELISA zeigte 
jedoch  eine  verringerte  CRP‐Bindung  der  scAb‐Fragmente  gegenüber  der  der 
korrespondierenden  scFv‐Fragmente. Da  identische Mengen  an  scAb‐  und  scFv‐Fragmenten 
eingesetzt  wurden,  kann  der  signifikante  Aktivitätsverlust  evtl.  auf  instabile,  nicht  korrekt 
gefaltete  scAb‐Fragmente  zurückgeführt werden  (Kipriyanov  et  al., 1997).  Ein Grund hierfür 
könnte  in  der  Konstruktion  der  Cκ‐  und  Cλ‐Expressionsvektoren  liegen.  Diese  wurden  im 
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Gegensatz  zu  denen  in  den  voran  genannten Arbeiten  so  konstruiert,  dass  das  C‐terminale 
Cystein  deletiert  wurde,  wodurch  eine  Dimerisierung  zweier  scAb‐Fragmente  über  den 
konstanten  Teil  und  eine  ggf.  damit  einhergehende  Stabilisierung  des  bivalenten 
Gesamtfragments  erschwert  bzw.  verhindert  wurde.  Somit  könnte  die  Fusion  an  die 
konstanten  Domäne  Cκ  und  Cλ  zur  Expression  von  weniger  stabilen  monovalenten 
Antikörperfragmenten  führen. Die Aktivität der weniger  stabilen  Einzelmoleküle  kann durch 
sterische  Hinderung  der  Antigenbindestelle  z. B.  durch  „Umklappen“  und  Anlagerung  der 
schweren Kette (VH) an den konstanten Teil beeinflusst werden. In jedem Fall könnte die in den 
voran  genannten  Arbeiten  beschriebenen  höheren  Aktivitäten  der  scAb‐Fragmente  auf 
Aviditätseffekte  der  bivalenten Dimere  zurückzuführen  sein, die  in  dieser Arbeit  durch  eine 
entsprechende  Konstruktion  der  Expressionsvektoren  gezielt  verhindert  wurde.  Außerdem 
könnte die  verstärkte Produktion bei den  scAb‐Fragmenten einen  toxischen Einfluss  auf die 
produzierenden E.‐coli‐Zellen haben, der auf eine Überlastung des Sekretionsapparats für den 
Transport  der  Antikörperfragmente  ins  Periplasma  zurückzuführen  ist  (Levy  et  al.,  2007). 
Aufgrund der beschrieben Probleme scheint E. coli nur bedingt für eine Produktion von scAb‐
Fragmenten  geeignet.  Abhilfe  könnten  die  zuvor  beschriebenen  alternativen 
Expressionssysteme  (S30‐Zelllysat,  Insektenzellen)  schaffen.  Auch  könnten  die  negativen 
Effekte  einer  erhöhten  scAb‐Produktion  auf  E. coli  (Toxizität,  geringere  Aktivität  der 
Fragmente)  durch  eine  „künstlich“  herbeigeführte  Reduzierung  der  Expression  z. B.  mit 
geringeren  IPTG‐Konzentrationen  erreicht werden  (McGregor  et  al.,  1994). Durch Änderung 
und  Variation  der  TIR  (engl.:  translation  initiation  region),  welche  das  Initiator‐Codon,  die 
Shine‐Dalgarno‐(SD‐)Sequenz  und  translationale  Enhancer  umfasst  (Simmons  &  Yansura, 
1996),  konnte  die  Produktion  von  vollständigen  IgG‐Molekülen  in  E. coli  realisiert  werden 
(Simmons  et  al.,  2002).  Hierdurch  könnten  zwar  korrekt  gefaltete  und  damit  aktive  scAb‐
Fragmente  produziert  werden,  jedoch  stünden  diese  Maßnahmen  im  Gegensatz  zu  der 
erwünschten Steigerung der Produktion. 
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verwendet.  Außerdem  kamen  die  beiden  semi‐synthetischen  Antikörpergenbibliotheken 
Tomlinson I  und  J,  bei  deren  Konstruktion  ausschließlich  leichte  Ketten  des  Kappa‐Typs 
verwendet wurden, zum Einsatz. Des Weiteren basieren diese beiden Bibliotheken auf je einer 
einzelnen  humanen  Framework‐Region  der  VH  (V?‐23/DP‐47  und  JH4b)  und  der  Vκ 
(O12/O2/DPK9  und  Jκ1)  (Goletz  et  al.,  2002).  Zuvor  konnten  bereits  CRP‐spezifische  scFv‐
Fragmente  aus  Phagen‐Display‐Bibliotheken  isoliert  werden,  die  aus  mit  humanem  CRP 
immunisierten  Vögeln  oder  Schafen  generiert  wurden  (Leonard  et  al.,  2007;  McBride  & 
Cooper,  2008).  Im  Gegensatz  zu  bisherigen  Pannings wurde  das  Antigen  CRP  dabei  an  die 
Oberfläche  von magnetischen  Carboxy‐Beads  anstatt  an  die  Kavitäten  einer  Polystyrol‐MTP 
immobilisiert.  Der  größte  Vorteil  von  an  magnetischen  Beads  immobilisiertem  Antigen  ist 





(Potempa  et  al.,  1987;  Ying  et  al.,  1989).  Außerdem  wurde  nachgewiesen,  dass  scFv‐
Fragmente, die aus einem Panning mit an festen Oberflächen immobilisiertem Antigen isoliert 
wurden,  überwiegend  lineare  Epitope  erkennen.  ScFv‐Fragmente,  die  hingegen  aus  einem 
Panning  mit  an  Beads  gekoppeltem  Antigen  isoliert  wurden,  waren  auch  in  der  Lage, 
konformationelle Epitope  zu erkennen  (Schütte et al., 2009). Weitere Vorzüge  sind die  freie 
Beweglichkeit  der  an  die  Beads  gekoppelten  Antigene  und  die  durch  Bindung  mehrerer 
Antigen‐Moleküle pro Bead resultierende Oberflächenvergrößerung, die zu einer Erhöhung der 
Selektions‐Effizienz  führen  kann  (Beghetto  et al., 2001).  Zudem  kann  somit  einem weiteren 
Nachteil der Immobilisierung auf festen Oberflächen begegnet werden. Hierbei handelt es sich 
um  die  bevorzugte  Selektion  von  dimerisierten  scFv‐Fragmenten,  wodurch  es  zu 
unerwünschten Aviditäts‐Effekten kommt (Schier et al., 1996). Gerade für das in dieser Arbeit 
untersuchte Lab‐on‐a‐chip‐System sind die Vorteile der Kopplung des Antigens an magnetische 
Partikel  sehr  groß,  da  Antikörperfragmente  benötigt  werden,  die  in  der  Lage  sind,  frei  in 
Lösung befindliches, natives CRP spezifisch zu binden. 
Mit  Hilfe  der  durchgeführten  Selektion  auf  Beads  konnten  aus  allen  vier  eingesetzten 
Antikörperphagen‐Bibliotheken CRP‐spezifische Binder  isoliert werden, die entweder an MTP 






Klone  konnte  zunächst  eine  CRP‐spezifische  Bindung  im  MTP‐  bzw.  Bead‐ELISA  verifiziert 
werden.  Diese  vier  Kandidaten  aus  der  HAL7‐Bibliothek  (IsP26‐F11  und  IsP26‐G1)  bzw.  der 
Tomlinson‐J‐Bibliothek  (IsP29‐C10  und  IsP29‐H1) wurden  nachfolgend  genauer  biochemisch 
charakterisiert. Nach Produktion und IMAC‐Reinigung konnte in einem Titrations‐ELISA mit an 
MTP‐immobilisiertem CRP  für die  scFv‐Fragmente  IsP26‐F11 und  IsP29‐H1  keine Bindung an 
CRP  nachgewiesen werden.  Jedoch  konnte mit Hilfe  eines  Sandwich‐ELISA  die  Bindung  von 
nativen  CRP‐Molekülen  nachgewiesen  werden.  Im  Gegensatz  dazu  erreichte  das  IsP26‐G1‐
scFv‐Fragment  die  halbmaximale  Absorption  bei  einer  um  den  Faktor  30  geringeren 
Konzentration (0,8 nM) als das LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment (26 nM). Dieses Ergebnis konnte durch 
Bestimmung  der  Bindungskinetiken  mittels  Oberflächenplasmonresonanz  (SPR)  verifiziert 
werden.  Für  das  IsP26‐G1‐scFv‐Fragment  konnte  eine  Dissoziationskonstante  (KD)  von 
7,1×10‐9 M  ermittelt  werden,  die  um  den  Faktor  3,5  kleiner  als  die  des  Vergleich‐scFv‐
Fragments  LA13‐IIE3  (2,4×10‐8 M) war.  Letztere  unterscheidet  sich  nur  geringfügig  von  dem 
bereits  durch  Al‐Halabi  (2008)  bestimmten  KD‐Wert  von  1,11×10‐8 M.  Bisher  wurden  für 
weitere,  aus  einer  Immun‐Bibliothek  aus Hühnern  isolierte  CRP‐spezifische  scFv‐Fragmente, 
Affinitäten (KD) im Bereich von 2,54×10‐8 bis 3,53×10‐10 M publiziert (Leonard et al., 2007). 
Bei  den  beiden  scFv‐Fragmenten  IsP26‐F11  und  IsP29‐H1  konnte  keine  Bindung  an  CRP 
nachgewiesen  werden,  welches  an  den  CM5‐Chip  immobilisiert  vorlag.  Mittels 
Epitopbestimmung konnte für das scFv‐Fragment IsP26‐G1 nachgewiesen werden, dass dieses 
lineare  Epitope  erkennt.  Die  anderen  beiden  scFv‐Fragmente  (IsP26‐F11  und  IsP29‐H1) 
erkannten  demnach  nur  konformationelle  Epitope,  die  bei  der  Immobilisierung  von  CRP  an 
feste Oberflächen  (MTP oder CM5‐Chip) verloren gehen. Des Weiteren wurden  für alle scFv‐
Fragmente  (Ausnahme:  IsP26‐F11) mittels  SEC  ausschließlich Monomere nachgewiesen, was 
ebenfalls  auf  den  Einsatz  von magnetischen  Beads  zurückzuführen  ist  (Schier  et  al.,  1996). 
Außerdem  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  größere  Affinität  des  IsP26‐G1‐scFv‐Fragments 
nicht  auf  einen  erhöhten  Dimerisierungsgrad  und  den  damit  verbundenen  apparenten 
Aviditäts‐Effekten beruht. 
Mit Hilfe der  Selektion unter  veränderten Bedingungen wurde auf der einen  Seite ein  scFv‐




dort Antikörperfragmente  benötigt werden,  die  in  der  Lage  sind,  konformationelle  Epitope, 







Eine  weitere  Strategie  zur  Generierung  von  Antikörperfragmenten,  die  bestimmte 
Eigenschaften  wie  pH‐  und  Temperaturstabilität,  hohe  Affinität  und  Regenerierbarkeit 
aufweisen  und  somit  die  Voraussetzungen  für  den  Einsatz  in  einem  Lab‐on‐a‐chip‐System 





der  bereits  vorhandenen  CRP‐spezifischen Antikörperfragmente  LA13‐IIE3  und  TOB5‐D4  (Al‐
Halabi, 2008) eingesetzt. Dabei wurde eine spezielle Mutations‐DNA‐Polymerase (Mutazyme II) 
verwendet,  die  per se  über  eine  höhere Mutationsrate  als  herkömmliche DNA‐Polyermasen 
verfügt.  Die  Antikörpergene  der  erstellten  Bibliotheken  „A“  (LA13‐IIE3)  und  „B“  (TOB5‐D4) 
wiesen  im  Durchschnitt  ca.  20 Punktmutationen  auf,  die  über  die  gesamten  für  die  scFv‐
Fragmente kodierende Gene hinweg eingefügt wurden. Die erreichte Mutationsrate ist mit der 
bei  der Mutagenisierung  von MUC1‐spezifschen  scFv‐Fragmenten  vergleichbar  (Thie  et  al., 




negative Auswirkungen  auf die Qualität der  amplifizierten DNA. Dabei  können  vor  allem  an 
den  Enden  der  DNA‐Fragmente  Fehler  entstehen,  die  eine  anschließende  Klonierung 













(„A“)  bzw.  9,8×106  („B“)  unabhängigen  Klonen.  Damit  waren  sie  im  Vergleich  zu  den 
Komplexitäten  anderer  Bibliotheken,  die  für  die  Affinitätsreifung  eines  anti‐c‐erbB‐2‐scFv‐
Fragments  (1,0 – 2,0×106), eines anti‐Digoxin‐scFv‐Fragments  (0,1 – 1,4×105) und  zweier anti‐
carcinoembryonic‐antigen  (CEA)‐scFv‐Fragment  (1,0×106)  bzw.  (2,5×106)  bisher  beschrieben 
wurden  (Schier  et al., 1996; Daugherty  et al., 2000; Graff  et al., 2004; Pavoni  et al., 2006), 
mindestens um den Faktor 2,5 erhöht. 
Für  ein  (statistisch betrachtet) monovalentes Display wurden die Antikörpergenbibliotheken 
mit Hilfe  des  Phagens M13K07  verpackt  (Chasteen  et  al.,  2006)  und  deren  CRP‐spezifische 
Bindung  nachgewiesen.  Mittels  Phagen‐Display  (Smith,  1985)  wurden  aus  den  beiden 
Antikörperphagen‐Bibliotheken  „A“  und  „B“  CRP‐spezifische  Antikörperfragmente  selektiert 
und  amplifiziert.  Es  konnten  insgesamt  13  („A“)  bzw.  zehn  („B“)  Sequenz‐unterschiedliche 
Klone  identifiziert werden,  die  durchschnittlich  12,6  („A“)  bzw.  13,6  („B“)  Punktmutationen 
aufwiesen. Zeigten vor der Verpackung mit dem Helferphagen M13K07 noch neun der  zehn 
untersuchten  Klone  kein  vollständiges,  funktionsfähiges  scFv‐Fragment,  wiesen  nach  dem 
Panning  alle  untersuchten  Klone  ein  solches  auf.  Somit  werden  durch  das  Panning 
funktionslose  Klone  eliminiert,  was  sich  auch  in  der  um  ca.  35 %  verringerten  Anzahl  der 
ermittelten Punktmutationen widerspiegelt. 
Die  Punktmutationen  in  den  Genen  der  funktionsfähigen  scFv‐Fragmente  waren  über  den 
gesamten  Genbereich  verteilt  und  führten  im  Durchschnitt  zu  4,5 Aminosäure‐  (AS‐) 
Austauschen.  Drei  („A“)  bzw.  2,1  („B“)  AS‐Austausche  waren  in  der  VL‐Region  lokalisiert, 
während  in der VH‐Region  je 1,5  („A“) bzw. 2,4  („B“) Austausche vorlagen. Dabei waren 1,9 
(„A“) bzw. 1,6 („B“) AS‐Austausche direkt in den CDRs lokalisiert. Somit konnten die Ergebnisse 
der  ebenfalls  mit  Hilfe  der  Phagen‐Display‐Technologie  isolierten  MUC1‐spezifschen  scFv‐
Fragmente  bestätigt  werden.  Hierbei  führte  die  Mutagenisierung  mittels  Error‐prone‐PCR 
unter  Verwendung  einer  Mutations‐DNA‐Polymerase  zu  einer  Affinitätssteigerung  um  den 
Faktor  500  und  zur  Erzeugung  von  13 Punktmutationen.  Von  den  resultierenden  neun  AS‐
Austauschen  waren  zwei  in  der  Linkerregion,  vier  in  der  VH  und  drei  in  der  VL  des  scFv‐
Fragments  lokalisiert. Nur  insgesamt zwei Mutationen  führten dabei zu einer AS‐Substitution 
in  den  CDRs  (Thie  et  al.,  2011).  Für  die Mutagenisierung mittels  Error‐prone‐PCR  konnten 
demnach  keine  Hotspot‐Regionen  identifiziert  werden.  Im  Gegensatz  dazu  führte  ein 
Austausch  von  nur  drei  AS  in  der  CDR  der  schweren  Kette  (CDR‐H)  bei  einem  durch  die 
Hybridoma‐Technologie entwickelten Antikörper gegen das Hapten p‐Azophenylarsenat (ARS) 
zu einer 200fach erhöhten Affinität (Sharon, 1990). Durch Mutagenisierung der CDRs eines α‐
HIV‐Fab‐Fragments mittels  CDR‐Walking  konnte  eine  96 – 420fache  Steigerung  der  Affinität 
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erreicht  werden  (Yang  et  al.,  1995).  Dabei  waren  für  die  Affinitätssteigerung  vor  allem 
Mutationen  in  der  neun  AS  umfassenden  Region  H97‐100  und  H100A‐E  der  CDR3‐H 
verantwortlich.  Diese  Region  wurde  durch  Chain‐Shuffling‐Experimente  als  eine  natürliche 
Hotspot‐Region für somatische Hypermutation identifiziert (Barbas et al., 1993). 
Nach  Produktion  und  Verifizierung  der  spezifischen  CRP‐Bindung  erfolgte  aufgrund  höherer 
ELISA‐Signale  gegenüber  dem  Ausgangs‐scFv‐Fragment  LA13‐IIE3  die  Auswahl  von  fünf 
Kandidaten. Das LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment sowie die mutagenisierten scFv‐Fragmente DF39‐A4, 
DF39‐E1,  DF39‐E11,  DF40‐B6  und  DF40‐G11  wurden  anschließend  weiter  biochemisch 
charakterisiert. So konnte  für die Antikörperfragmente DF39‐A4, DF39‐E1 und DF40‐G11 die 
halbmaximale  Absorption  bei  einer  um  den  Faktor  2 – 3  geringeren  scFv‐Konzentrationen 
nachgewiesen  werden  als  bei  dem  korrespondieren  Ausgangs‐scFv‐Fragment.  Die 
Mutagenisierung des scFv‐Fragments TOB5‐D4 führte hingegen nur in einem Fall (IsP8‐IIE7) zu 





konformationelle  Epitope  erkennen,  die  durch  partielle  Denaturierung  des  CRPs  verloren 





des  Sensorchips  eine  Schlüsselrolle  (Kramer  et  al.,  2002).  Zusätzlich  ist  für  den  Einsatz  in 
Diagnostik  und  Therapie  die  Stabilität  der  verwendeten  Antikörper(fragmente)  sehr wichtig 
(Willuda et al., 1999). Da sich Schutzproteine, Proteaseinhibitoren oder andere stabilisierende 
Agenzien  negativ  bei  der  Kopplung  der  scFv‐Fragmente  an  die  Goldoberfläche  des 
Quarzmikrosensors  auswirken  können,  können  diese  nicht  für  die  Lagerung  von  scFv‐
Fragmenten  verwendet  werden.  Aus  diesem  Grunde  sind  besonders  stabile 
Antikörperfragmente  vorteilhaft.  Die  Überprüfung  der  Stabilität  von  Antikörperfragmenten 
kann  z. B.  mittels  Inkubation  in  (humanem)  Serum  bei  37 °C,  in  Guanidin‐HCl,  durch 
mehrmaliges  Einfrieren  und  Auftauen  oder  auch  durch  kalorimetrische Methoden  erfolgen 
(Worn & Pluckthun, 2001; Park et al., 2003; Honegger, 2008).  In dieser Arbeit wurden  zwei 




37 °C)  und  Hitzestabilität  (Inkubation  bei  bis  zu  66 °C  für  30 Minuten  ohne  nennenswerte 
Aktivitätsverluste)  ermittelt werden.  Ähnliche  Ergebnisse wurden  bereits  für  das  TOB5‐D4‐




CRP‐spezifische  Aktivität  der  TOB5‐D4‐Derivate  (Popp,  2011).  Demzufolge  können  die 
generierten Antikörperfragmente  für  sehr  lange  Zeiträume  (mindestens  zwei  Jahre) bei 4 °C 
gelagert  werden.  Eine  weitere  Erhöhung  der  Stabilität  der  scFv‐Fragmente  kann  durch 
zusätzliche  gezielte Mutationen  (Steipe  et  al.,  1994;  Ewert  et  al.,  2003)  oder  durch  DNA‐
Shuffling,  bei  dem  die  schwere  Kette mit  unterschiedlichen  leichten  Ketten  neu  kombiniert 
wird, erreicht werden. Aus den neu generierten Antikörperfragmenten können dann Klone mit 
erhöhter Stabilität (Marks et al., 1992; Jung et al., 1999; Worn & Pluckthun, 2001; Monsellier & 
Bedouelle,  2006) oder Affinität  (Komissarov  et  al.,  1997;  Krykbaev  et  al.,  2001;  Yang  et  al., 
2007)  selektiert  werden.  Darüber  hinaus  kann  eine  weitere  Stabilisierung  der 
Antikörperfragmente  in vitro  durch  Modifizierung  mit  PEG  (Kim  et  al.,  2007)  oder 
Glykosylierung (Sinclair & Elliott, 2005) erfolgen. 
ScFv‐Fragmente  können  aufgrund  ihrer  Struktur  und  Aminosäuresequenz  dazu  tendieren, 
spontan  Dimere  und/oder  Aggregate  auszubilden.  Dies  geschieht  durch  „Aufklappen“  der 
beiden  variablen  Ketten VH  und VL,  die  jedoch weiterhin  durch  den  Peptidlinker  verbunden 
bleiben,  und  nachfolgender  Dimerisierung  mit  einem  weiteren  Fragment  zu  einem 
sogenannten  Diabody  (Holliger  et  al.,  1993).  Diabodies  und  Aggregate  können  unter 
Umständen mehr als eine Bindestelle besitzen und dadurch einen Aviditätseffekt hervorrufen. 
Dieser  kann  die  apparente  Affinität  zum Teil  drastisch  verstärken,  was  bei  der 
Charakterisierung  von  Antikörperfragmenten  dazu  führen  kann,  dass  vermeintlich 
monovalente  scFv‐Fragmente  aufgrund einer  starken Tendenz  zur Dimerbildung  verbesserte 
Bindungseigenschaften aufweisen. 
Mittels  Größenausschlusschromatographie  (SEC)  wurde  für  die  Kandidaten  DF39‐A4  und 
DF40‐G11 im Vergleich zum LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment ein deutlich erhöhter Dimerisierungsgrad 
gezeigt. Die erhöhten Affinitäten dieser beiden scFv‐Fragmente sind demzufolge zum Teil auf 
Aviditätseffekte  zurückzuführen.  Im  Gegensatz  dazu  wiesen  die  scFv‐Fragmente  DF39‐E1, 




dazu,  wiesen  sämtliche  TOB5‐D4‐Derivate  eine  signifikante  Verringerung  der  Tendenz  zur 
Multimerisierung auf (Popp, 2011). 
Somit  konnte  die  für  das  Panning  mit  immobilisiertem  Antigen  beschriebene  erhöhte 
Wahrscheinlichkeit  zur  Anreicherung  von  Antikörperfragmenten  mit  verstärkter 
Aggregationsneigung  (Johnson & Hawkins, 1996;  Schier  et al.,  1996)  für  zwei  (DF39‐A4 und 




Produzierbarkeit,  Toxizität,  Immunogenität  und  Dimerisierungsneigung)  stark  beeinflusst 
werden  (Foote & Winter, 1992;  Ito et al., 1993;  Jung et al., 2001; Krauss et al., 2004; diese 
Arbeit). 
Mit Hilfe dieser Selektionsmethode wurden scFv‐Fragmente mit teilweise erhöhten Affinitäten 
(z. B.  DF39‐E1‐scFv:  Faktor  neun)  im  Vergleich  zu  den  Ausgangsfragmenten  LA13‐IIE3  und 
TOB5‐D4 bei gleichzeitig deutlich verringerter Tendenz zur Dimerisierung isoliert. Im Vergleich 
zu bisherigen Arbeiten, bei denen die Affinität mittels Mutagenisierung um  den  Faktor  200 
(Sharon, 1990) bzw. 500 (Thie et al., 2011) gesteigert wurde, fällt die in dieser Arbeit erreichte 
Affinitätssteigerung  relativ  gering  aus.  Dies  kann  auf  die  unterschiedlich  hohen  Affinitäten 
(4,24×10‐6 M,  3,1×10‐7 M  bzw.  2,4×10‐8 M)  der  Ausgangsfragmente  anti‐ARS  36‐65  (Sharon, 
1990), anti‐Muc1  IIB6  (Thie et al., 2011) und anti‐CRP LA13‐IIE3  (diese Arbeit) zurückgeführt 
werden.  Berücksichtigt  man  die  Ergebnisse  der  SEC,  so  beruht  die  Affinität  bzw.  das 
Bindungsverhalten des hier verwendeten Ausgangs‐scFv‐Fragments LA13‐IIE3  zu einem nicht 
unerheblichen  Teil  auf  Aviditätseffekten.  Für  das  Lab‐on‐a‐chip‐System werden  hoch  affine 
Binder  benötigt,  um  einerseits  eine  sehr  spezifische  Anreicherung  des  CRPs  in  der 
Anreicherungszelle  zu  ermöglichen  und  andererseits  eine  hohe  Sensitivität  des  Sensors  zu 
gewährleisten  (Nachweis  geringer  CRP‐Konzentrationen).  Daher  ist  für  die  Auswahl  dieser 
Binder  eine  Reduzierung  des  Dimerisierungsgrads  vorteilhaft,  um  monovalente 
Antikörperfragmente  miteinander  vergleichen  zu  können.  Außerdem  liegt  bei 
unterschiedlichen  Produktionschargen  keine  definierte,  gleichbleibende Menge  an  Dimeren 
vor,  wodurch  eine  Quantifizierung  erschwert  wird.  Dies  ist  besonders  für  die  zur 
Charakterisierung  des  beschriebenen  Lab‐on‐a‐chip‐Systems  benötigte  Selektion  von  hoch 
affinen monovalenten Bindern relevant. 
Für  den  Einsatz  auf  dem  Lab‐on‐a‐chip‐System werden  extrem  stabile  (häufige Messzyklen) 
und hoch affine (möglichst hohe Sensitivität des Messsystems) Antikörperfragmente benötigt. 
Dies  kann  unter  anderem  durch  Überführung  der  identifizierten  scFv‐Fragmente  in  ein 
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bivalentes  Antikörperformat  erreicht  werden.  Bei  scFv‐Fc‐Antikörpern  werden  zwei  scFv‐
Fragmente  direkt  an  die Hinge‐Region  eines  humanen  IgG1‐Fc‐Teils  gekoppelt  (Kenanova & 
Wu, 2006). Mittels Titrations‐ELISA und SPR‐Analysen konnte  für alle gereinigten scFv‐hIgG1‐
Fc‐Fusionen  erhöhte  Affinitäten  im  Vergleich  zu  den  korrespondierenden  scFv‐Fragmenten 
gezeigt werden. Hierfür ist die Bivalenz der scFv‐Fc‐Antikörper verantwortlich (Janeway et al., 
2009).  Bis  auf  eine  Ausnahme  (DF40‐G11)  waren  allerdings  hierbei  die  z. T.  deutlichen 
Affinitätsunterschiede  zwischen  den  mutagenisierten  Antikörperfragmenten  und  dem 
Ausgangs‐Fragment nicht mehr erkennbar. Die Derivate zeigten  im Wesentlichen die gleichen 
Bindungseigenschaften wie der LA13‐IIE3 und nur zum Teil erhöhte (Faktor 2 – 4) Affinitäten. 
Im Gegensatz  führte  die Überführung  in  ein  bivalentes Antikörperformat  bei  den  TOB5‐D4‐
Derivaten nur bei einem Kandidaten (IsP8‐IC11) zu einer minimalen (Faktor 1,8) Erhöhung der 
Affinität,  wohingegen  der  zweite  Kandidat  (IsP8‐IIE7)  eine  identische  Affinität 
wie das Ausgangsfragment TOB5‐D4  (6,6×10‐9) aufwies  (Popp, 2011). Die Überführung  in ein 
bivalentes  Antikörperformat  führte  also  wie  erwartet  nicht  zu  einer  Verstärkung  der 
Affinitätsunterschiede  zwischen  den  mutagenisierten  und  dem  Ausgangs‐
Antikörperfragmenten sondern zu einer Angleichung. 
V.4 VERBESSERUNG  DER  CRP‐DETEKTION  DURCH  GERICHTETE  IMMOBILISIERUNG 
VON ANTIKÖRPERFRAGMENTEN MITTELS SNAP‐TAG 
Eine weitere Möglichkeit  zur  Steigerung  der  Sensibilität  des  Lab‐on‐a‐Chip‐Systems  ist  eine 
effiziente  gerichtete  Immobilisierung  der  CRP‐spezifischen  Antikörperfragmente  auf  der 
Goldoberfläche  der  QCM.  Bisher  wurden  die  scFv‐Fragmente  entweder  direkt  mittels 
Chemisorption über ein C‐terminales Cystein, das über eine zusätzliche, freie, gut zugängliche 
Thiolgruppe  verfügt  (Vikholm‐Lundin  &  Albers,  2006)  oder  über  freie  Aminogruppen  eines 
zuvor  gekoppelten  SAMs  gebunden.  Dabei  handelt  es  sich  um  langkettige  funktionalisierte 
Alkanthiole,  die  ebenfalls mittels  Chemisorption  an  die  Goldoberfläche  gebunden  werden. 
Neben den bisher verwendeten SAM, bestehend aus Cystamin und Glutardialdehyd (Michalzik 
et al., 2005a; Balck et al., 2011), können weitere Linker wie Mercaptoundecansäure (Jiang et 
al.,  2005;  Love  et  al.,  2005;  Aizawa  et  al.,  2006;  Shen  et  al.,  2008)  oder  Dithiobis‐
(succinimidylpropionat)  (DSP)  (Storri et al., 1998; Hengerer et al., 1999) verwendet werden. 











der  Zugänglichkeit  des  aktiven  Zentrums  (Kindermann  et  al.,  2003)  kontrolliert  an  feste 
Oberflächen, wie  beispielsweise mit Dextran  beschichtete  CM5‐Chips,  immobilisiert werden 
(Kampmeier et al., 2009), wodurch Messungen mittels SPR ermöglicht werden  (Huber et al., 
2004;  Engin  et  al.,  2010).  Hierfür  wurden  die  nach  Auswertung  aller  bisherigen  Versuche 
aussichtsreichsten Kandidaten DF39‐E1 und DF40‐G11 aufgrund  ihrer erhöhten Affinität und 
Stabilität  sowie das Ausgangs‐scFv‐Fragment  LA13‐IIE3  ausgewählt und entsprechende  scFv‐
SNAP‐Fusionsproteine  erstellt. Die mit Hilfe  einer  Expressionsanalyse  ermittelten  optimalen 
Expressionsbedingungen wurden bei der Produktion im LEX®‐Bioreaktor berücksichtigt. Bei der 
anschließenden  IMAC‐Reinigung  konnten  jedoch  nur  geringe  Mengen  an  scFv‐SNAP‐
Fusionsproteinen nachgewiesen werden. Dabei lagen die Fusionsproteine z. T. stark degradiert 
vor,  was  auf  den  mitunter  erhöhten  proteolytischen  Abbau  im  Periplasma  zurückgeführt 
werden  kann  (Wulfing &  Pluckthun,  1994; Missiakas &  Raina,  1997). Offensichtlich müssen 
weitere  Optimierungen  erfolgen,  um  nach  einem  Up‐scaling  scFv‐SNAP‐Fusionsproteine  in 
ausreichend  hoher Quantität  und Qualität  produzieren  zu  können.  Ein  Flaschenhals  könnte 
dabei die Produktion  in E. coli darstellen.  Im Gegensatz zu bisherigen Veröffentlichungen, bei 
denen  die  korrekte  Faltung  beider  Teile  des  Fusionsproteins  im  Cytoplasma  von  E. coli 
beschrieben wurde (Kindermann et al., 2003; Huber et al., 2004; Kufer et al., 2005), muss der 
Antigen‐spezifische  scFv‐Teil  in  das  Periplasma  sekretiert  werden,  da  nur  dort  das  für  die 
korrekte  Faltung  notwendige  oxidierende  biochemische Milieu  vorliegt  (Better  et  al.,  1988; 
Skerra & Pluckthun, 1988). Dem gegenüber steht der SNAP‐Tag, der als DNA‐bindendes Protein 
im Cytoplasma korrekt gefaltet wird, aber unter den im Periplasma herrschenden Bedingungen 
ggf.  falsch gefaltet werden  kann. Möglicherweise wird ein ohnehin  limitierender  Faktor, die 
Translokation des Fusionsproteins  in das Periplasma  (Hockney, 1994; Makrides, 1996), durch 
den  SNAP‐Tag  verstärkt.  Diesem  Problem  könnte  mit  Hilfe  von  eukaryotischen 
Expressionssystemen begegnet werden, mit denen bereits die Produktion von human estrogen 
receptor α (hERα)‐SNAP‐Fusionen  in HeLa‐MR‐Zellen gezeigt wurde (Keppler et al., 2004). Für 
die  Etablierung  einer Methode  zur  ortsspezifischen Markierung  von  Antikörperfragmenten 
wurden  sogar  verschiedene  (CD25‐,  CD30‐  und  CD64‐spezifische)  scFv‐SNAP‐Fusionen 
erfolgreich in HEK293T‐ und CHO‐Zellen produziert (Kampmeier et al., 2009). 
Für  alle  gereinigten  Fusionsproteine  wurde  mittels  Titrations‐ELISA  eine  CRP‐spezifische 









werden.  Aufgrund  dieser  Tatsache,  der  Kinetik  sowie  dem  Bindungsverlauf  kann  auf  eine 
unspezifische, „klebrige“ Bindung des CRPs an die Chip‐Oberfläche geschlossen werden. 
In  dieser  Arbeit  konnte  zum  ersten  Mal  eine  CRP‐spezifische  Bindung  mittels  SNAP‐Tag 
immobilisierter  Antikörperfragmente  im  BIAcore2000TM‐System  gezeigt  werden.  Eine 
Optimierung  der  Produktion  und  Reinigung  der  scFv‐SNAP‐Fusionen  ist  für  eine  weitere 
Charakterisierung  ebenso  notwendig  wie  für  eine  Reduktion  der  Gesamtkosten  des 
Lab‐on‐a‐chip‐Systems.  Da  dieses  möglichst  kostengünstig  mehrfache Messungen  von  CRP 
ermöglichen  soll,  sind  geringe  Antikörperfragment‐Produktionskosten  erwünscht.  Aufgrund 
der sehr einfachen und kostengünstigen Handhabung (geringe Medienkosten, vergleichsweise 
kurze  Kultivierungszeiten)  ist  eine  Produktion  von  scFv‐SNAP‐Fusionsproteinen  in  E. coli 
gegenüber  der  Produktion  in  eukaryotischen  Expressionssystem  erstrebenswert.  Letztere 
zeichnen  sich  allerdings  durch  höheren  Ausbeuten  und  geringeren  Aufarbeitungskosten 
(Sekretion der heterologen Proteine ins Kulturmedium) im Vergleich zu E. coli aus. 
V.5 CHARAKTERISIERUNG  UND  EVALUIERUNG  DES  QUARZKRISTALLMIKROWAAGEN‐
SENSORS MIT HILFE VERSCHIEDENER ANTIKÖRPERFRAGMENTE 
Zur  Charakterisierung  des  Lab‐on‐a‐chip‐Systems  wurden  Messungen  mit  verschiedenen 
Antigen‐spezifischen QCM‐Sensoren durchgeführt. 
Zunächst  wurde  das  bisher  bekannte  Antikörperfragment  LA13‐IIE3  sowie  die  nach  dem 
Vergleich verschiedener Antikörperfragmente und nach Evaluierung aller bisherigen Analysen 
besten Kandidaten DF39‐E1 und DF40‐G11 zur Detektion von CRP aus einer Lösung verwendet.  
Dabei wurde  in mehreren Messzyklen ein  konzentrationsabhängiges, CRP‐spezifisches  Signal 
gemessen.  Für  die  scFv‐Fragmente  DF39‐E1  und  DF40‐G11  zeigte  sich  im  Vergleich  zum 
LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment eine  schnellere Abnahme der absoluten Frequenzunterschiede, was 
eine  deutliche  Auswirkung  auf  die  Anzahl  der  möglichen  Messzyklen  (DF39‐E1:  10  bzw. 
LA13‐IIE3:  50)  hatte. Die Nachweisgrenze  betrug  dabei  250 µg/mL  (LA13‐IIE3  und DF39‐E1) 






(Kushner,  2001).  Sie  ist  jedoch  für  die  Untersuchung  physiologischer  CRP‐Werte  gesunder 
Menschen von ca. 1 µg/mL (Shine et al., 1981) oder für die Betrachtung des Verlaufs von Herz‐
Kreislauf‐Erkrankungen  (Koenig  et  al.,  1999)  noch  unzureichend.  Dies wird  im  Vergleich  zu 
anderen Arbeiten, bei denen QCMs bereits erfolgreich als DNA‐Biosensor für die Detektion von 
α‐thalassemia 1  (SEA‐Deletion)  (Chomean et al., 2010), von Fisch‐pathogenen Viren  (Hong et 
al.,  2010)  und  zur  Genotypisierung  von  Plasmodium  falciparum  (Potipitak  et  al.,  2011) 
eingesetzt wurde, deutlich. Bei diesen Arbeiten  liegen die Nachweisgrenzen der kommerziell 






Die  mutagenisierten  Derivate  (DF39‐E1,  DF40‐G11  und  IsP8‐IIE7)  waren  in  Bezug  auf 
biochemische  Eigenschaften  wie  Affinität  und  Stabilität  im  Vergleich  zu  den  Ausgangs‐
Fragmenten  (LA13‐IIE3  und  TOB5‐D4)  zum  Teil  deutlich  verbessert.  Dennoch  fällt  auf,  dass 
diese nicht  zwangsläufig  zu  sensitivereren und  reproduzierbareren QCM‐Messungen  führen. 
Die  hier  gewählten  Parameter  Affinität  und  Stabilität  sind  somit  nur  bedingt  für  eine 




Dass  das  TOB5‐D4‐scFv‐Fragment  dem  LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment  trotz  vermeintlich 
schlechterer  CRP‐Bindungeigenschaften  bei  den  QCM‐Messungen  sowohl  in  Sensitivität, 





mit  Selektion  auf  an MTP  immobilisiertem CRP, das  vermutlich  teilweise denaturiert  vorlag, 
zurückzuführen (Al‐Halabi, 2008). Da das Epitop des LA13‐IIE3‐scFv‐Fragments außerdem nahe 
der  inneren  Pore  des  CRP‐Moleküls  lokalisiert  ist,  wo  es  eine  α‐Helix  ausbildet  (Al‐Halabi, 
2008), kann es bei Verwendung von nativem CRP durch die Tertiärstruktur des einzelnen CRP‐





ein  Gleichgewicht  zwischen  nur  einigen  wenigen  an  scFv‐Fragmenten  gebundenen  CRP‐
Molekülen  und  frei  in  Lösung  befindlichem  CRP  einstellen,  solange  das  Protein  in  der  zu 
analysierenden Lösung vorhanden ist. Sobald kein CRP mehr vorhanden ist, verschiebt sich das 
Gleichgewicht vollständig in Richtung des ungebundenen Zustands. Durch diese unzureichende 
bzw.  nicht‐stabile  Bindung  des  nativen,  in  Lösung  befindlichen  CRPs  könnten  sowohl  die 
geringe Sensitivität des Systems als auch die rasche Elution des CRPs durch Laufpuffer erklärt 
werden.  Im  Gegensatz  dazu  erkennen  das  TOB5‐D4‐scFv‐Fragment  und  seine  Derivate 
konformationelle Epitope, wodurch eine Bindung von nativen CRP‐Molekülen erleichtert wird. 
Auch  unter  den  Steady‐state‐Bedingungen  eines  Sandwich‐ELISAs  wurde  hier  für  die  hier 
verwendeten  scFv‐Fragmente  LA13‐IIE3,  DF39‐E1  und  DF40‐G11  keine  Bindung  von  frei  in 
Lösung befindlichem nativem CRP gezeigt. Diese  steht  jedoch  im Widerspruch  zu bisherigen 
Ergebnissen,  bei  denen  eine  Bindung  von  nativem  CRP  durch  das  LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment 
gezeigt wurde (Al‐Halabi, 2008). Im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten 
CRP, das aus dem Blut erkrankter Patienten angereichert wurde, handelte es sich bei dem der 




(8 – 12  Minuten)  des  TOB5‐D4  im  Vergleich  zum  LA13‐IIE3‐scFv‐Fragment  und  dessen 
Derivaten  (250 µg/mL  und  5 – 8  Minuten)  erklärt  werden.  Die  scFv‐Fragmente  LA13‐IIE3, 
DF39‐E1 und DF40‐G11  sind demnach  lediglich  für den Nachweis von  linearisiertem, partiell 
denaturiertem  CRP  anwendbar,  nicht  jedoch,  um  natives  CRP  in  der  Affinitätszelle 
anzureichern.  Trotzdem  kommen  sie  für  den  Einsatz  auf  dem  Sensorchip,  wenn  das  zu 
bestimmende  CRP  nach  Elution  von  der  Anreicherungszelle  nicht  in  nativer  sondern  in 
denaturierter  Form  vorliegt,  in  Frage.  Dies  muss  mit  weiteren  QCM‐Messungen  getestet 
werden. 
Die  in  dieser Arbeit mit Hilfe  eines  Pannings  auf  Beads  isolierten  konformationellen  Binder 
IsP26‐F11 und IsP29‐H1, die  im Sandwich‐ELISA die besten Ergebnisse erzielten und somit für 
die  Detektion  von  nativem  CRP  sehr  gut  geeignet  schienen,  wurden  ebenfalls  für  QCM‐
Messungen verwendet. Da keines der Fragmente an die Chipoberfläche  immobilisiert werden 




zur  Kopplung  von  Antikörper‐Fragmenten  an  die  Oberfläche  eines  CM5‐Chips  erfolgreich 
Verwendung fand (Kampmeier et al., 2009; diese Arbeit). 
Bei Verwendung der  scFv‐hIgG1Fc‐Fusionen  von  LA13‐IIE3, DF39‐E1 und DF40‐G11  auf dem 
QCM‐Sensor  wurde  keine  Bindung  von  CRP  nachgewiesen,  obwohl  deren  Aktivität  bereits 
anhand verschiedener Anwendungen (ELISA, SPR)  in dieser Arbeit gezeigt wurde. Dieses kann 
nicht auf die erhöhten Molekülmassen bzw. Größen der Fusionsproteine zurückzuführen sein, 
da  mit  dem  TOB5‐D4‐scFv‐Fc‐Antikörper  bereits  sensitive  und  reproduzierbare  CRP‐
Messungen erfolgen konnten. Vielmehr scheint die Ursache hierfür  in einer Kombination aus 
mehreren  Gründen  (Konstitution,  Größe  und  Epitop  des  Antigens,  Affinität  des 
Antikörperfragments zum Antigen und Entfernung von der Chipoberfläche) zu liegen. Bei dem 
in dieser Arbeit eingesetzten Messsystem nimmt die Übertragung des Signals, also die Bindung 
des Antigens, mit  zunehmender Entfernung  von der Chipoberfläche ab  (Michalzik, 2008).  Je 




hIgG1Fc‐Antikörpers  zur  CRP‐Detektion möglich.  Allerdings  ist  sie  dem  korrespondierenden 
scFv‐Fragment  trotz  vorhandener  Bivalenz  unterlegen.  So  war  die  Nachweisgrenze  mit 
100 µg/mL CRP deutlich niedriger als die des scFv‐Fragments  (25 µg/mL). Ebenso wurden vor 
allem  bei  höheren  CRP‐Konzentrationen  um  den  Faktor  2  geringere  absolute 
Frequenzänderungen gemessen. Jedoch könnten die durch den Fc‐Teil zusätzlich vorhandenen 
freien  Aminogruppen  dazu  führen,  dass  ein  im  Vergleich  zu  scFv‐Fragmenten  ggf.  größerer 
Anteil  an  Fc‐Molekülen ungerichtet  immobilisiert wird.  Eine  gerichtete  Immobilisierung  z. B. 
über  Protein A,  Protein G  oder  Anti‐Human‐IgG  (Carrigan  et  al.,  2005)  könnte  zu  einer 
Verbesserung der CRP‐Detektion mittels scFv‐Fc‐Antikörpern führen.
Des Weiteren wurde untersucht, ob auch vollständige IgG‐Moleküle mit dem hier eingesetzten 
QCM‐System  zur  Antigen‐Detektion  verwendet werden  können.  Dies  ist  im  Besonderen  im 
Vergleich zu einer Vielzahl von QCM‐basierten Systemen, bei denen  IgG‐Moleküle eingesetzt 
wurden,  relevant.  Als  eine  der  ersten  Anwendungen  der  QCM  wurde  die  Detektion  von 
antiviralen  Antikörpern  am  Beispiel  der  Selektion  von  HIV‐spezifischen  IgGs  demonstriert 
(Aberl  et  al.,  1998).  Weiter  wurde  die  Detektion  der  Bindung  von  Antikörper  an 
doppelsträngige  DNA  (dsDNA),  welche  mittels  poly (L‐lysine)  auf  der  Chipoberfläche 









von  vollständigen  IgG‐Molekülen  möglich  ist.  Dabei  führten  aber  nur  relativ  hohe  BSA‐
Konzentrationen (5 ‐ 50 mg/mL) zu einer messbaren Frequenzänderung. Wird die im Vergleich 
zum CRP  (ca. 120  kDa)  geringere Molekülmasse des BSA  (66  kDa) berücksichtigt,  so  könnte 
geschlussfolgert  werden,  das  höhere  CRP‐Konzentrationen  (>2,5 mg/mL)  ebenfalls  zu  einer 
messbaren  Frequenzänderung  führen  würden.  Sowohl  für  den  Einsatz  als  Lab‐on‐a‐chip‐
System  zur  Untersuchung  physiologischer  CRP‐Werte  gesunder Menschen  von  ca.  1 µg/mL 
(Shine et al., 1981) oder des Verlaufs von Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen (Koenig et al., 1999) als 
auch  für den Nachweis bakterieller  Infektionen  (Kushner, 2001) wäre diese Nachweisgrenze 
allerdings  zu gering.  Im Vergleich  zur Detektion des Sepsis‐Biomarkers  rhIL‐1ra mittels Real‐
Time  QCM‐D‐Immunoassay,  bei  dem  1000fach  niedrigere  Konzentrationen  (25 ng/mL)  in 




erhältliche  QCM‐Systeme  zum  Einsatz.  Ein  möglicher  Grund  für  die  beschriebenen 
Beeinträchtigungen  des  QCM‐Systems  könnte  in  der  in  dieser  Arbeit  verwendeten 
Resonanzfrequenz  (20 MHz)  der Quarz‐Chips  begründet  sein. Diese  ist  im  Vergleich  zu  den 
Resonanzfrequenzen  von  5 – 12 MHz  der  meisten  kommerziell  erhältlichen  QCM‐Systeme 
deutlich höher. Anscheinend hat eine erhöhte Resonanzfrequenz einen negativen Einfluss auf 
die  Sensitivität  und  maximal  messbaren  Frequenzunterschiede  des  QCM‐Sensors.  Dies 
widerspräche  allerdings  den  Ergebnissen  bisheriger  Arbeiten,  wonach  eine  Erhöhung  der 
Resonanzfrequenz  des  Schwingquarzes  theoretisch  zu  einer  Erhöhung  der  messbaren 
Frequenzänderung  führt  (Sauerbrey,  1959).  Für  Eigenfrequenzen  größer  als  20 MHz wurde 
zudem  bei  vergleichenden  Messungen  mit  einem  20‐,  30‐  und  50‐MHz‐Sensor  in  einer 
newtonschen Flüssigkeit ein geringeres Rausch‐zu‐Signal‐Verhältnis gezeigt (Rabe et al., 2003). 







Chips  notwendig  wäre.  So  könnten  die  Frequenzschwankungen  über  Abdichtung  und 
Immobilisierung des Quarzresonators in einer flüssigkeitsgefüllten Kammer vermindert werden 
(Sota et al., 2002), wodurch die Sensitivität des Sensors erhöht würde. Des Weiteren könnte 
eine  Ebnung  der  relativ  rauen  Chipoberfläche  (Al‐Halabi,  2008)  ebenfalls  zur Abnahme  von 
Frequenzschwankungen und hohen Hintergrundsignalen führen (Theisen et al., 2004). 
Abschließend  wurde  durch  den  Einsatz  einer  weiteren  Kombination  aus  Antigen  und 
Antikörperfragment  (Lysozym  und  α‐Lysozym‐scFv‐Fragment  D1.3)  das  in  dieser  Arbeit 
verwendete  QCM‐System  weiter  untersucht  und  charakterisiert.  Die  abhängig  von  der 
Antigen‐Konzentration gemessenen deutlich höheren Frequenzunterschiede  (46 – 890 Hz)  im 
Vergleich  zur  Kombination  aus  TOB5‐D4  und  CRP  (23 – 350 Hz)  zeigten,  dass  das 
Detektionslimit des QCM‐Systems noch nicht ausgeschöpft  ist. Weiter wurde nachgewiesen, 
dass  die  Dissoziationszeiten  von  8 – 12 Minuten  mit  denen  des  TOB5‐D4‐scFv‐Fragmentes 
vergleichbar waren. Das rasche Ablösen des Antigens durch Laufpufferfluss war nicht auf die 
Kombination  CRP/α‐CRP‐Antikörperfragment  beschränkt,  sondern  trat  generell  bei  dem 
verwendeten  QCM‐System. Während  die  Detektion  von  CRP  aus  einem  genau  definiertem 
Serum  (FCS)  fehlschlug, konnte die Anwendbarkeit dieses QCM‐Sensors für die Point‐of‐care‐
Diagnostik mit der  spezifischen  Lysozym‐Detektion erfolgreich gezeigt werden. Dies kann an 
einer zu geringen Affinität des verwendeten Fragments TOB5‐D4  liegen. Dies steht  jedoch  im 
Widerspruch  zu  der  gezeigten  ausreichend  hohen  Sensitivität  des  QCM‐Systems.  Nicht 
auszuschließen ist jedoch, dass in dem verwendeten Serum ebenfalls CRP vorhanden war, das 
durch  das  TOB5‐D4‐scFv‐Fragment  detektiert  wurde.  Außerdem  könnte  es  zu  einer 
Kreuzreaktion mit  einem  anderen  Protein  gekommen  sein.  In  beiden  Fällen  wäre  es  sehr 
wahrscheinlich,  dass  alle  zur  Verfügung  stehenden  Bindungsstellen  der  gekoppelten  scFv‐








Mit  den  in  der  vorliegenden  Arbeit  identifizierten  Antikörperfragmenten  sind  alle 
Voraussetzungen  für  die  Integration  der  Anreicherungszelle  in  das  Lap‐on‐a‐chip‐
Gesamtfließsystem  erfüllt. Die  isolierten  konformationellen Binder  können  zum  spezifischen 
Binden des CRPs aus dem Blutserum eingesetzt werden, wofür allerdings noch eine weitere 
biochemische Charakterisierung dieser Binder notwendig  ist.  In der Detektionszelle  könnten 
sowohl  die  Ausgangs‐Fragmente  LA13‐IIE3‐scFv  und  vor  allem  TOB5‐D4‐scFv,  als  auch  die 
mittels Mutagenisierung  in  ihrer Affinität und Stabilität verbesserten Klone oder die mit Hilfe 
alternativer Elutionsstrategien isolierten Binder (Popp, 2011) eingesetzt werden, um CRP unter 




Die  gerichtete  Kopplung  der  CRP‐spezifischen  Antikörperfragmente  auf  der  Goldoberfläche 
mittels SNAP‐Tag wurde erstmals gezeigt. Für weitere Untersuchungen muss eine Optimierung 
der Produktion und Reinigung dieser Fusionsproteine erfolgen. 
Die  Charakterisierung  des  QCM‐Systems  wurde  vorangetrieben.  Die  Sensitivität  und 
Genauigkeit  des  QCM‐Sensors muss  weiter  erhöht  werden,  um  auch  noch  geringere  CRP‐
Mengen  nachweisen  zu  können,  womit  eine  frühzeitige  Prognose  von  Herz‐Kreislauf‐
Erkrankungen ermöglicht würde. Dies könnte zum einen durch weitere gezielte Optimierungen 
der eingesetzten Antikörperfragmente erfolgen. Andererseits ist eine Verbesserung des QCM‐
Chips  auf  mikrotechnischer  Ebene  u. a.  zur  Reduzierung  des  Hintergrundsignals  und  zur 
Steigerung der Empfindlichkeit unbedingt notwendig. So könnten die im Vergleich zu anderen, 
kommerziell  erhältlichen  QCM‐Systemen  hohen  Frequenzschwankungen  (10 Hz)  durch 
Abdichtung und  Immobilisierung des Quarzresonators  in einer Flüssigkeits‐gefüllten Kammer 
(Sota  et  al.,  2002)  und  durch  Ebnung  der  rauen  Chipoberfläche  (Theisen  et  al.,  2004) 









Das  C‐reaktive  Protein  (CRP)  ist  einer  der  wichtigsten  Blutserummarker  für 
Entzündungsreaktionen  und  bakterielle  Infektionen.  Bisher  wird  seine  Konzentration  unter 
großem Zeit‐ und Kostenaufwand in medizinischen Laboren mit Hilfe optischer Messmethoden 
(z. B.  Immunoturbidimetrie) oder  Immunoassays bestimmt. Vor allem  in Entwicklungsländern 
mit häufig mangelnder  Infrastruktur aber auch  in  Industrieländern  ist eine einfache, schnelle 
und kostengünstige Point‐of‐care‐Diagnostik von CRP, d. h. direkt am Patienten z. B. während 
einer Operation oder bei ambulanter Behandlung, wünschenswert. 
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  das  im  Rahmen  des  Sonderforschungsbereichs  578 
etablierte,  auf  einer  Quarzkristallmikrowaage  (QCM)  basierende  Lab‐on‐a‐chip‐System  zur 
vollautomatisierten mikrofluidischen  Trennung  von  Vollblutproben  und  nachfolgender  CRP‐
Detektion weiterentwickelt und evaluiert. Zur Steigerung der Sensitivität, Spezifität, Stabilität 
und  Regenerierbarkeit  wurden  die  bereits  vorhandenen  CRP‐spezifischen  scFv‐Fragmente 
LA13‐IIE3 und TOB5‐D4 einerseits in verschiedene Antikörperformate (scAB, scFv‐Fc) überführt 
und andererseits  in Genbibliotheken mutagenisiert, um die biochemischen Eigenschaften der 
Binder  gezielt  zu  verändern.  So  konnten  erfolgreich  hoch  affine  (2,65×10‐9 M)  und  extrem 
stabile  (Temperatur,  pH,  Salz) Antikörperfragmente  generiert werden,  die  sich  deutlich  von 
ihren  Vorgängern  unterschieden.  Diese  eignen  sich  besonders  für  den  Einsatz  in  der 
Detektionszelle eines Sensor‐Chips,  in der sie auf der Goldoberfläche der QCM  immobilisiert 
CRP auch unter teilweise denaturierenden Bedingungen stabil binden können. Mit der Phagen‐
Display‐Methode  konnten  zusätzlich  weitere  CRP‐spezifische  Antikörperfragmente  isoliert 
werden,  die  ausschließlich  konformationelle  Epitope  des  nativen  CRP‐Moleküls  erkennen. 
Somit  sind  sie  zur  Anreicherung  des  CRPs  aus  Blutseren  in  der  dem  Chip  vorgeschalteten 
Anreicherungszelle  anwendbar.  Die  gezielte  Immobilisierung  der  CRP‐spezifischen 
Antikörperfragmente  auf  Goldoberflächen  mittels  SNAP‐Tag‐Fusionsproteinen  führt  zur 
Erhöhung  der  Sensitivität  des  QCM‐Chips.  Ferner  wurde  der  QCM‐Sensor  hinsichtlich 
Spezifität, Regenerierbarkeit und Anwendungsmöglichkeit in mehrfachen sich wiederholenden 
Messungen mit  verschiedenen Antikörperfragmenten weiter  charakterisiert.  So  konnten mit 









blood  for  inflammation and bacterial  infections.  Its concentration  is currently determined  in 
centralized laboratories with time consuming and cost intensive methods such as turbidimetry 
or enzyme  immunoassay. For this,  it  is a great demand for a simple, quick, reliable and cost‐
efficient Point‐of‐care  testing  (POCT) e. g. during  surgeries or as bedside  tests  in developing 
but also in industrialized countries. 
In  this  work  the  further  development  and  evaluation  of  a  micro‐fluidic,  quartz  crystal 
microbalance  (QCM)  based  lab‐on‐a‐chip  system  for  the  measurements  of  whole  blood 
samples  are  presented.  For  improvement  of  the  sensitivity,  specificity  and  stability  of  this 
special system several strategies were conducted. First off the already existing scFv fragments 
LA13‐IIE3  and  TOB5‐D4 were  successfully  converted  into  different  antibody  formats  (scAb, 
scFv‐Fc) and mutagenized to derive binders with different biochemical properties. Several high 





to  conformational  epitopes  of  native  CRP  molecules.  Thus,  they  can  be  used  for  the 
enrichment  of  CRP  out  of  the  blood  serum  in  an  affinity matrix  upstream  the  QCM‐chip. 
Furthermore,  directed  immobilization  of  SNAP‐tag  labeled  CRP  specific  antibody  fragments 
onto  gold  surfaces  could  be  successfully  shown  for  the  first  time.  By  this,  the  system’s 
sensitivity and specificity could be  increased. In addition several different antibody fragments 
and  formats  were  used  for  further  characterization  regarding  sensitivity,  robustness  and 
regeneration  of  the  QCM‐sensor.  In  repeating  measurements  a  concentration  dependant 
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Der  Phagemidvektor  für  die  Selektion  von  scFv‐Fragmenten  enthält  folgende  Elemente:  LacZ‐




































Der  Phagemidvektor  für  die  Selektion  von  scFv‐Fragmenten  enthält  folgende  Elemente:  LacZ‐
Promotor  (PlacZ) mit  funktionellen Elementen  (‐35, TATA, Operator, +1); Ribosomenbindestelle 
(RBS);  pelB‐Signalsequenz; Gene,  die  für  die  variable  Region  der  schweren  (VH)  und  leichten 
Kette  (VL)  des  scFv‐Fragments,  das  Phagen‐Hüllprotein  PIII  (gIII)  und  die  β‐Laktamase  (bla) 
kodieren. Weiter sind die kodierenden Bereiche für den Peptidlinker (linker), den His6‐ und Myc‐
Tag  (his6‐tag,  myc‐tag),  sowie  die  u. a.  für  die  Verpackung  notwendige 
Phage f1 intergenic region  (Phage f1 IR)  und  der  Replikationsursprung  für  E. coli  (ColE1) 































































Der  scFv‐Expressionsvektor  enthält  folgende  Elemente:  Promotor  PA1/04/03  (PPA1/04/03); 
Ribosomenbindestelle (RBS); pelB‐Signalsequenz; das für die β‐Laktamase kodierende Gen (bla). 




























Der  scFv‐SNAP‐Expressionsvektor  enthält  folgende  Elemente: Promotor  PA1/04/03  (PPA1/04/03); 
Ribosombindestelle  (RBS);  pelB‐Signalsequenz;  Gene,  die  für  den  SNAP‐Tag  (snap)  sowie  die 
β‐Laktamase  (bla) kodieren. Weiter sind die kodierenden Bereiche  für den und His6‐ und Myc‐ 
Tag  (his6‐tag,  myc‐tag),  sowie  die  u. a.  für  die  Verpackung  notwendige 
Phage f1 intergenic region  (Phage f1 IR)  und  der  Replikationsursprung  für  E. coli  (ColE1) 

























Gelenkregion  (Hinge‐Region); Gene, die  für die konstanten Domänen  (CH2‐hIgG1 und CH3) des 
humanem  Immunglobulin‐Gamma‐1‐Fc‐Teils,  die  Neomycin‐Resistenz  (neor)  und  die  β‐
Laktamase  (bla)  kodieren. Weiter  sind  ein  Transkriptions‐Regulierungselement  (PSV40/ori)  und 
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